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1. INTRODUCCION

El desarrollo de métodos para el analisis de preparaciones farmacéuticas es critico en la industria
farmacéutica, debido a que implica una eleccidn apropiada de los métodos a utilizar, basada en su
aplicacién, sus ventajas y sus limitantes, para ello hay una serie de criterios que deben tomarse en
cuenta como son, las caracteristicas fisicoquimicas del farmaco y de los demdas componentes de la
formulacion, asi como la disponibilidad de instrumentos, equipos, materiales, la rapidez con la que se
obtienen los resultados, la sencillez y el costo.

Al desarrollar un nuevo producto, implica que también se debe desarrollar o adecuar un método que
permita la determinacidon de contenido quimico, que nos permita avalar que tan eficientes son los
procedimientos de manufactura. Cuando los recursos son limitados y no se cuenta con un método o bien
con las condiciones establecidas en la FEUM, se sugiere el desarrollo de alternativas simples y confiables
qgue proporcionen resultados exactos, precisos con un aumento en el rendimiento y una menor
intervencién humana (M. Blanco, 2005), lo que significa que estos métodos deben ser validados.

La validacion es el proceso que determina la capacidad del método para proporcionar datos confiables a
partir del andlisis (Taylor, 1983). La exactitud y fiabilidad de los resultados son fundamentales para
garantizar la calidad, seguridad y eficacia de los productos farmacéuticos. Para lograr resultados viables,
el analista debe ser consciente del significado fundamental de los pardmetros de rendimiento, calculos,
pruebas y su relacidon con su aplicacion especifica (Ermer, 2004). En general, la validacién nos va a
proporcionar de manera muy especifica las caracteristicas del método analitico como son la
especificidad, linealidad, exactitud, precisién, limite de deteccidn, limite de cuantificacidén, sensibilidad,
selectividad, repetitividad, robustez y reproducibilidad. Todos los parametros de validacién se deben
encontrar dentro del rango de aceptacidn y concordantes con las directrices ICH Q2 (R1) y la Guia de
validacién del Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos.

La guia ICH Q2 (R1) VALIDATION OF ANALYTICAL PROCEDURES menciona que la validacién se dirige
principalmente a cuatro procesos analiticos; pruebas de identificacién, pruebas para el contenido de
impurezas, pruebas limites para control de impureza y pruebas para cuantificar contenido quimico en
productos farmacéuticos, enfatizando que puede también ser utilizado para otros procedimientos de
analisis igualmente importantes, como las pruebas de disolucién a fin de garantizar la calidad de los
medicamentos.

Las pruebas de disolucidon para formas farmacéuticas sélidas para administracién oral, son necesarias
para el lanzamiento de nuevos productos, en este caso se van a comparar dos productos; un
medicamento de referencia, es decir, aquel producto con registro, que ha demostrado eficacia y
seguridad, y un producto al que se le desea comprobar su equivalencia, refiriéndonos a este como un
producto de prueba. La evaluacion de los perfiles de disolucién, pretende demostrar mediante el factor
de similitud (f5) que los medicamentos son equivalentes, (esto es solo aplicable si el medicamento estd
clasificado como “B”). Este factor es un método matematico, resultante de la transformacion logaritmica
de la suma de los cuadrados del error de las diferencias entre los porcentajes del principio activo
disuelto del producto evaluado y el de referencia, que se ha tomado como argumento de similitud entre
perfiles de disolucidn (Gonzélez, 2006), por tanto la NOM-177-SSA1-1998 establece, que si los valores de
f> se encuentran entre 50 y 100, entonces los perfiles de disolucién seradn considerados como similares.
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La velocidad de disolucién esta relacionada con la cantidad de farmaco que se absorbe en el organismo,
por lo que este estudio se realiza para garantizar la seguridad y eficacia de los productos farmacéuticos,
destacando la importancia de que el método de disolucién respalde datos reproducibles aun cuando se
realice en laboratorios distintos o por personal diferente, por lo que las variables que influyen en la
prueba deben ser claramente comprendidas y controladas en la medida de lo posible (Ciprian, 2005).

Por otra parte la espectrofotometria es una técnica universal, sencilla y rapida, siendo apropiada para el
analisis de rutina en métodos analiticos y comparada con otras técnicas muy utilizadas en la industria
farmacéutica, suele ser menos costosa, razén por la cual se recurre a ella con frecuencia. Entre sus
aplicaciones esta el analisis de mezclas de dos o mas componentes, en este caso se debe tener especial
cuidado en el método a utilizar, procurando sea adecuado, tomando en cuenta las limitantes que
presenta el instrumento.

Finalmente, es responsabilidad del analista establecer el procedimiento de validacidn y protocolo que va
a seguir, procurando que sea lo mds adecuado para su producto (Trivedi, 2010) y que el método analitico
a utilizar se ajuste a las condiciones y recursos con los que se cuenta en el laboratorio.
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2.1. OBJETIVO GENERAL

Desarrollar y validar dos métodos analiticos, uno para determinar acido acetilsalicilico en
tabletas y otro para cuantificar la aspirina disuelta en muestras de perfiles de disolucién, ambos
por espectrofotometria UV.

2.2. OBJETIVOS PARTICULARES

e Determinar las condiciones de ensayo para determinar el contenido de acido acetilsalicilico
en tabletas.

e Determinar las condiciones experimentales, para determinar el contenido de 4cido
acetilsalicilico en muestras provenientes de un perfil de disolucidn de un producto de
formulacién conocida y de un producto donde se desconoce la formulacién.

e Validar los métodos de analisis definidos para contenido de acido acetilsalicilico en tabletas,
contenido de ASA en muestras de perfiles de disolucion de una formulacién conocida y
muestras de perfiles de disolucién de una formulacidn desconocida, de acuerdo a la Guia de
Validacion del Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bidlogosy NOM-177-SSA1-1998.
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4.1 GENERALIDADES DEL ACIDO ACETILSALICILICO

4.1.2 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DEL ACIDO ACETILSALICILICO

Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas del acido acetilsalicilico (Moffat, 2004).

Acido acetilsalicilico
o

Acido 2-(acetiloxi)-benzoico

COOH
O

CH

~ o

O

Espectro de absorciéon

Absorbance

| | | L

|

|

200 225 20 275 300 35 30 35 400

Wavelength

Espectro de absorcién del ASA en la

region UV en medio acido (Anthony

C, 2008).

Propiedades fisicoquimicas

Forma

Férmula condensada
Peso molecular
Punto de fusion

Densidad
pKa

Naturaleza quimica
Coeficiente de particién

Solubilidad 1 g de acido
acetilsalicilico se disuelve
en:

Propiedades espectrales

Cristales blancos
CoHgO4

180.2 g/mol
132-136 °C

1.4 g/mol
3.5a25°C
Acido débil

Octanol /Buffer pH 7.4: -1.1

300 mL de agua a 25°C
100 mL de agua a 37°C
5 mL de etanol

17 mL de cloroformo
13 mL de éter

Coeficiente de Absortividad

Solucidn acida

Soluciodn alcalina

230 (A',=466a)

278 (A',=68a)

231 (AY,=409b)

298 nm (A';=190b)
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4.1.3. ESTABILIDAD DEL ACIDO ACETILSALICILICO

Existen diversas rutas de degradacién del acido acetilsalicilico, a continuacién se muestra un esquema
general de estas rutas.

CO-0-CsH90s

IV

OH

COOH ICOOH i
0-CHOs OH )

v I OH

Q COOH CO-NH-CH2-COOH
0-CO-CH: EZ OH
| VI

Figura 1. Rutas de degradacidn del 4cido acetilsalicilico.
I.-Acido acetilsalicilico
I.-Acido salicilico
I1.-Acido salicildrico
IV.-Glucordnidos. conjugacion
V.-Glucorénidos. conjugacion
VI.- Acido Gensisico.Hidroxilacién

La hidrolisis es uno de los mayores problemas a los que nos enfrentamos cuando se trabaja con el acido
acetilsalicilico, debido a que sufre una reaccidn de primer orden entre el grupo ester, esta reaccion se ve
favorecida principalmente a pH alcalinos, de tal manera que es catalizada por iones hidroxilo y
carbonatos, mientras que a valores de pH de 2 a 3 permanece estable.

El acido acetilsalicilico se hidroliza con facilidad en contacto con la humedad y a elevadas temperaturas,
dando origen al 4cido salicilico y acido acético.

11
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W
I
o R e
C=—0OH HO
0 c —OH
O
Acido Acetilsalicilico Acido Salicilico Acido Acético

Figura 2. Hidrolisis del acido acetilsalicilico (lwunze, 2008).

4.1.4. INDICACIONES TERAPEUTICAS DEL ACIDO ACETILSALICILICO

El acido acetilsalicilico posee las siguientes propiedades farmacoldgicas (Mendoza, 2008):

«» Analgésico: para controlar el dolor de baja a moderada intensidad como cefaleas, mialgias,
dismenorrea, artralgia y dolores odontolégicos.

«» Antiinflamatorio: en enfermedades como fiebre reumatica, artritis reumatoide y profilaxis de

padecimientos asociados a la alta agregacidn plaquetaria.

Anticoagulante: impide la agregacién plaquetaria.

Antipirético: es util para el control de la fiebre originada por diferentes etiologias.

7
0.0

0.0

4.1.5. MECANISMOS DE ACCION

El acido acetilsalicilico inhibe la accién de la ciclooxigenasa -1 y ciclooxigenasa-2, impidiendo la
biosintesis de las prostaglandinas y tromboxanos, las cuales ocasionan una respuesta de dolor e
inflamacidén (Mendoza, 2008). La COX-1 se encuentra en el reticulo endopldasmico de casi todos los
tejidos, responde a los estimulos hormonales para sintesis de prostaglandinas y de esa manera
contribuye en la funcidn renal, integridad de la mucosa gdstrica y es fundamental para la homeostasis; la
COX-2 se encuentra en la membrana del nucleo, a diferencia de la COX-1, esta solo se expresa en el
cerebro, los rifiones, los érganos reproductores y algunos tumores, responde ante algunos mediadores
de la inflamacién como la interleucina-1, los mitégenos, lipopolisacaridos y radicales libres.

El ASA se distribuye ampliamente en el organismo, incluso es capaz de atravesar la barrera
hematoencefalica y la placenta.

4.1.6 PROPIEDADES FARMACOCINETICAS

La via de administracién mas comun del acido acetilsalicilico es por via oral, posee una buena absorcién
por el tracto gdstrico, aunque el jugo gastrico afecta su absorcidn. Sufre efecto de primer paso en
higado, es decir, se hidroliza parcialmente en 4cido salicilico y se distribuye en todos los tejidos y no se
une facilmente a las proteinas del plasma.

12
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La mayor parte del ASA se metaboliza en silicatos (aproximadamente el 99%), los cuales experimentan
una cinética de Michaelis-Menten. El tiempo de vida media es de 15-20 min, sin embargo, a dosis bajas la
cinética es de primer orden y el tiempo de vida media de 2-3 horas.

A los 5-30 min de su administracién por via oral, se observan salicilatos en plasma y las concentraciones
maximas se observan a las 0.25-2 horas. Para tener efecto analgésico las concentraciones plasmaticas
deben alcanzar los 100 pg/ml y los efectos téxicos se alcanzan a los 400 pg/ml.

Sus metabolitos se eliminan por via renal, y en consecuencia se excretan en orina como acido salicilurico,
el 15% esta en forma de conjugados (mono y diglucurénidos), y el 10% es salicilato libre.

4.2. METODOS ANALITICOS

Un método analitico es un conjunto de actividades bien descritas y en secuencia, que se deben de seguir
de forma estricta, con el fin de llevar a cabo el andlisis de un analito en una muestra, de modo que
incluyen materiales y pardmetros a utilizar. Todos los métodos analiticos deben tener la capacidad de
dar una respuesta debida Unicamente del analito que nos interesa analizar, asi como la capacidad de ser
reproducibles en cualquier lugar (laboratorio) y por cualquier personal sin que existan variaciones
significativas.

El desarrollo de métodos analiticos, implica la adaptacién de métodos ya existentes o bien el desarrollo
de métodos totalmente nuevos, en el primer caso se realizan pequefos cambios que se ajusten a la
nueva aplicacién, estos pueden ser farmacopeicos y/o no farmacopeicos y en el ultimo caso se generan
métodos que se adecuen a las necesidades del laboratorio, ya que no se cuenta con las condiciones
establecidas en las farmacopeas como equipos y materiales adecuados o bien que la aplicacién de dichos
métodos implique costos elevados. Cualquier método que se desee utilizar debe ser validado , para
demostrar que es apto para obtener resultados confiables, para ello es necesario encontrar las
condiciones mas adecuadas, contar con equipos que funcionen correctamente (que estén calibrados) y
que los analistas a cargo sean competentes (EURACHEM Guide.The Fitness for Purpose of Analytical
Methods., 1998).

En las normas nacionales e internacionales, se remarcan la necesidad de asegurar que los laboratorios
tengan métodos de andlisis que aseguren su capacidad para proporcionar datos de calidad, para ello se
debe contar con métodos analiticos validados y procedimientos internos de control de calidad
(HARMONIZED GUIDELINES FOR SINGLE-LABORATORY (IUPAC Technical Report), 2002).

Los parametros de desempefio de los métodos analiticos, han sido clasificados por la Guia de Validacién
de Métodos Analiticos del Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos clasificado con base a
los siguientes criterios:

Estado regulatorio

Métodos farmacopeicos
Métodos no farmacopeicos

/7
0.0
/7
0.0
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Aplicacién

7
0.0

e

AS

e

AS

7
0.0

Para producto a granel.
Para producto terminado.
Para muestra primaria.
Indicadores de estabilidad.

Naturaleza de la respuesta analitica

/7
0.0
/7
0.0

Métodos fisico-quimicos.
Métodos bioldgicos.

Propésito analitico

/7
0.0
/7
0.0
/7

.0

*,

Métodos para cuantificar el analito (contenido o potencia).
Métodos para establecer la presencia del analito a un limite.
Métodos para identificar el analito.

Esta clasificacion marca los parametros de desempeiio que se deben determinar en cada caso. Los
criterios de validacién requeridos para los métodos analiticos para comprobar contenido de una
sustancia en una muestra son:

7
0.0

53

AS

53

AS

53

AS

/
0.0

/
0.0

Linealidad

Precisién

Exactitud
Especificidad
Repetibilidad
Precision intermedia

Para los métodos analiticos para estudios de disolucidn se necesitan determinar los siguientes criterios
de validacién:

/
0.0

/
0.0

/
0.0

e

S

/7
0.0

/7
0.0

/7
0.0

Linealidad

Precision

Exactitud
Reproducibilidad
Selectividad

Influencia del filtro
Estabilidad de la muestra

4.2.1. VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

Para el desarrollo de nuevos medicamentos, es necesario contar con métodos analiticos que permitan la
cuantificacion del principio activo, dicho método ser confiable y demostrar la calidad de los resultados.

14
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La validacién, es un proceso que nos permite comprobar si los resultados emitidos por un método
analitico son confiables, para lo cual es necesario evaluar diferentes pardmetros que nos permiten saber
si el método estd siendo adecuado y cumple con los propdsitos para los cuales fue disefiado. Las
caracteristicas de desempefio de un método, repercute directamente en su confiabilidad y en la calidad
del producto final.

Existen diversas normas y guias que nos dan un conjunto de directrices que debemos seguir para un
procedimiento de validacidn, en México la NOM 059-SSA1-2006 menciona los siguientes numerales que
hablan acerca de la validacion:

+» 3.88 La validacién es evidencia documentada que demuestra que a través de un proceso
especifico se obtiene un producto que cumple consistentemente con las especificaciones de
calidad establecidas.

7.5.7.6 Evaluacion del estado de la validacion del proceso y de la metodologia analitica.

14. Validacién (generalidades).

14.3 Documentacién requerida para la validacién.

14.5 Validacion de métodos analiticos. Cuando los métodos analiticos no son farmacopeicos,
deben someterse a validacion de acuerdo a protocolos que hayan sido aprobados, mientras que
los métodos farmacopeicos demostrar su aplicabilidad sobre su producto y condiciones del
laboratorio.

K/
0.0

K/
0.0

K/
0.0

K/
0.0

La ICH Q2 R1 (International Conference on Harmonisation of Technical Requirements for Registration
of Pharmaceuticals for Human Use: Validation of Analytical Procedures: Text and Methodology), por su
parte, menciona 4 principales tipos de procedimientos a los que se les exige ser validados:

7
0.0

Pruebas de identificacion.

Las pruebas cuantitativas para el contenido de impurezas.

Limites para el control de impurezas.

Las pruebas cuantitativas para determinar contenido de principios activos u otro componente
seleccionado en el producto farmacéutico.

53

AS

/
0.0

/
0.0

A pesar de que la mayoria de los documentos se centra en estos métodos ana
los métodos para estudios de disolucién son igualmente importantes

El analista debe tener muy en mente el tipo de método desarrollado, porque esto va a determinar
cuales seran los pardmetros que seran evaluados.

iticos, esta guia aclara que

El Reglamento de Insumos para la salud en el articulo 15 establece que todos los establecimientos
dedicados a la fabricacién de insumos para la salud, deben de llevar a cabo un control analitico, el cual
debe contener todas las especificaciones para el analisis de los componentes en el proceso y métodos
para determinar identidad y pureza. Todas las técnicas de andlisis deben estar perfectamente validadas
y documentadas.

En la Asociacion de Quimicos Analistas Oficiales (AOAC), reportan las principales caracteristicas de la
validacion de métodos analiticos.
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Por otra parte, segiin la EURACHEM Guide. The Fitness for Purpose of Analytical Methods, los casos en
los que los métodos analiticos requieren ser validados son:

0.0

7
0.0

e

AS

/7
0.0

/7
0.0

Cuando se hagan cambios en los procedimientos, para introducir mejoras.

Cuando haya variaciones en la calidad, que indique que el método establecido presenta cambios
con el tiempo.

Cuando el método se utilice en diferentes laboratorios con diferente personal e instrumentos.
Cuando se ha desarrollado un método nuevo.

Demostrar la equivalencia entre dos métodos.

Tabla 2.-Tipos de validacidon y las caracteristicas de cada una de ellas.

Tipo de validacion Caracteristicas

Retrospectiva

Se aplica para procesos que ya estan controlados, en donde los resultados
durante el proceso son confiables.

Prospectiva

Se realiza antes de que el producto salga al mercado.
Se debe apoyar con protocolos, reportes, procedimientos y métodos.

Concurrente

Su objetivo es validar procesos de productos ya existentes en el mercado.
Se aplica a escalamientos de procesos y reproceso de lotes.

Revalidacion

Repeticidn de la validacién de un proceso y se aplica en los siguientes casos:
e Cuando se cambia de proveedor de materias primas
e Cambio en las instalaciones
e Cuando hay cambios en el proceso de produccién

La finalidad de la validacién de los métodos analiticos es garantizar que exista una coherencia entre los
resultados obtenidos, ademas asegurar la constancia y confiabilidad de la informacidn obtenida.

La guia de validacion de métodos analiticos del colegio nacional de quimicos farmacéuticos, asi como las
otras legislaciones e instituciones retomadas anteriormente, hace referencia a los distintos parametros
de validacién de un método (tabla 3).

La validacidn se exige principalmente para los siguientes casos (Guia de Validacion de Métodos Analiticos
del Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos):

Categoria I: Procedimientos analiticos para la cuantificacién de los componentes de farmacos o
ingredientes activos en productos farmacéuticos terminados en tales casos se exige: exactitud,
precisién, especificidad, linealidad, intervalo (nivel superior e inferior, donde se puede
determinar con precision y exactitud).

Categoria Il: Procedimientos analiticos para la determinacién de impurezas en farmacos a granel
o productos de degradacién en productos farmacéuticos terminados, se requiere determinar
limite de deteccion y cuantificacion.

Categoria lll: Procedimientos analiticos para la determinacidn de las caracteristicas de
desempenio (disolucién y liberacién del farmaco) para este caso se requiere demostrar precision.
Categoria IV: Pruebas de identificacidn, se debe demostrar especificidad.
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Tabla 3. Parametros de desempefio de los métodos analiticos.

Parametro de
validacion

Linealidad del
sistema

Linealidad del
método analitico

Precision.

Repetitividad

Reproducibilidad

Definicion

Capacidad del sistema para describir
una relacion matematica, donde la
concentracion sea directamente
proporcional a la respuesta analitica y
garantizar que esta relacion sea
continua y reproducible a lo largo de
un rango bien definido.

Capacidad del método analitico que
garantiza que existe relacion lineal
entre la concentraciéon real y la
estimada en un rango de
concentraciones

Parametro que refleja la concordancia
entre los valores individuales de una
serie repetida de ensayos a diferentes
proporciones de muestras
homogéneas, es decir expresa el grado
de reproducibilidad y repetitividad del
método.

Evalua el grado de concordancia entre
determinaciones independientes,
cuando el ensayo analitico es realizado

el mismo dia, bajo las mismas
condiciones, utilizando la misma
muestra, analizada por el mismo

analista, en el mismo laboratorio, con
los mismos equipos y reactivos.

Es la concordancia entre
determinaciones independientes bajo
diferentes condiciones de analisis, que
denota la precisién de los resultados
de una misma muestra homogénea,

cuyos ensayos se realizan en
diferentes dias, por diferentes
analistas.

Especificaciones y criterios de aceptacion

Realizar una curva de calibracién con 5 niveles de
concentracion por triplicado a partir de una misma
solucién estandar.

Parametros estadisticos a evaluar :

°,

+ Coeficiente de correlacién(r = 0.99)

°,

% Coeficiente de determinacién(r? > 0.98)

°,

* Pendiente (m)

* Ordenada al origen b

% Coeficiente de variacion (C.V. < 2%)

Para la curva se utilizan placebos cargados con al
menos 5 concentraciones incluyendo el 100% y se

realiza por triplicado.

Pardmetros estadisticos a considerar:

o,
o

coeficiente de correlacion(r = 0.99)
coeficiente de determinacién(r? > 0.98)
Pendiente (m)

Ordenada al origen b

Coeficiente de variacion (C.V.<2%)

% de recuperacion 97-103%

Se realiza la determinacion de la concentracién a
tres muestras diferentes por sextuplicado.

°,
°%*

°,
°%*

°,
°%*

o,
o

o,
o

Se evalua con el coeficiente de variacion del factor
respuesta y debe tener un valor £1.5%.

Requiere que las muestras sean analizadas el
mismo dia por quintuplicado, un minimo de tres
concentraciones conocidas, diferentes a las de la
curva de calibracion, pero deben de estar dentro
de este rango y cumplir las siguientes
especificaciones:

% UnC.V.<3%

R/

** Un % de recuperacién en un intervalo de 98-
102%

Requiere:

¢+ Ser analizados por sextuplicado

% Con un minimo de tres concentraciones
diferentes a las utilizadas en curva de
calibracidén, pero comprendidas en este rango.

*» El coeficiente de variacién no debe ser mayor

que el 2%.
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Estabilidad

Limite de
cuantificacion

Limite de
deteccion

Selectividad

Sensitividad

Robustez

Tolerancia

Propiedad de una muestra analitica de
conservar sus propiedades
fisicoquimicas durante un
determinado tiempo bajo condiciones
especificas.

Evalia la concentracién minima del
analito que puede ser determinada
bajo condiciones de operacion.

Minima concentracién en una muestra
que puede ser detectada y puede
distinguirse de los niveles de ruido.

Evaluar el método contra posibles
interferencias (p. ej. metabolitos,
productos de  degradaciéon  del
compuesto de interés y cualquier otro
farmaco administrado de manera
concomitante). No deben existir
interferencias en la cuantificaciéon del
compuesto por analizar.

Es la minima diferencia entre
concentraciones del analito, donde la
respuesta analitica sigue significativa.
Capacidad del método de dar datos
confiables al presentarse variaciones
minimas en las condiciones normales
de operacibn como  pequefias
modificaciones en la temperatura y
pH.

Evaluar la reproducibilidad del
método analitico a pequeias, pero
deliberadas modificaciones como
diferentes equipos y diferentes lotes
de reactivos.

1dil<3%

Analizar por 3 concentraciones por quintuplicado y
su valor promedio debe caer para su aceptacidn
dentro del + 20% del valor nominal con un
coeficiente de variacion no mayor que 20%.

Se estima en base a la formula siguiente:
S
LC =10« ( y/"/m)

La concentraciéon obtenida debe de validarse
realizando un ensayo por sextuplicado utilizando
placebos cargados que presenten  esta
concentracion y deben cumplir con precision y
exactitud.

Se realiza una curva a partir de 3 cantidades
adicionadas como minimo por triplicado.

Determinacidon 5 blancos o placebos cargados de
manera independiente.

Se calcula con siguiente la férmula:
S
LD = 3.3+« ( y/"/m)

Cumplir con los criterios de linealidad, precision y
exactitud

DMS< diferencia de los promedios.

Idil<3%

C.V.<3%
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La validacién de métodos analiticos, requiere corroborar mediante estos criterios las caracteristicas de
rendimiento del método y debe estar sustentada con la documentacién apropiada como lo son
protocolos, reportes, registros de todas las actividades, condiciones de andlisis y datos analiticos que
justifiquen y demuestren que el método es adecuado para un propdsito en particular. Las caracteristicas
de rendimiento de los métodos analiticos requeridos son las siguientes: aplicabilidad,
selectividad, calibracién, veracidad, precision, recuperacién, rango de funcionamiento, limite de
cuantificacidn, limite de deteccién, la sensibilidad yrobustez. Sin embargo, los criterios vy
especificaciones de validacidon requeridos pueden variar en las diferentes Guias y Regulaciones tanto
nacionales como internacionales (HARMONIZED GUIDELINES FOR SINGLE-LABORATORY (IUPAC Technical
Report), 2002).

Muchas veces la validaciéon implica tiempo y dinero, en tales casos el analista puede realizar una
planificacién de la validacidn, teniendo en cuanta las limitaciones, las necesidades del laboratorio y un
nivel de confianza adecuado.

4.3. ESPECTROFOTOMETRIA UV

Desde hace muchos afos se han utilizado los métodos espectrofotométricos para la cuantificacion de

compuestos, especialmente aquellos que se basan en la absorcién de radiacidn en la zona UV y visible,

estos métodos se fundamentan en la ley de Lambert — Beer, en la que se relaciona a la absorbancia con
la concentracién de los compuestos.

La absortividad es una caracteristica propia de cada sustancia

a una longitud de onda dada. La absorcion de radiacién
electromagnética implica el paso de una especie de su estado
fundamental de minima energia (E;) a un estado excitado

(E*) de mayor energia (Sierra, 2010), también llamada

»db< energia de excitacion, en donde la diferencia de energia entre
los dos niveles es igual a la energia del fotdn absorbido, a este
Figura 3. La radiacién incidente puede paso se le conoce como estado de transicién. Los dtomos por
ser absorbida por la muestra, no ende tienden a volver a su estado de minima energia,
absorbida, reflejada o dispersada. La emitiendo la energia en forma de radiacion, cada especie posee
trasmitancia estd definida por la un tipo transicidn electrénica y la cantidad de energia que cede
relacion de la energia que entra (P,) yla es de la misma magnitud que la absorbida, la cual le
potencia con la que sale (P). proporciona un comportamiento espectral, ya sea de emision o
de absorcidn y estas van de acuerdo a su distribucidn atédmica

y/o caracteristicas quimicas.

E=E —E,
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La cantidad de luz absorbida, estd directamente relacionada con la cantidad de moléculas
presentes en una solucién, esta proporcionalidad se cumple solo para sistemas de bajas
concentraciones, ya que conforme incrementa la concentracién se observan mayores
desviaciones.

Dentro de la region ultravioleta la que mas interesa en el area analitica es la ultravioleta préxima
gue abarca de los 200 — 400nm.

El parametro de mayor utilidad para la determinacién de compuestos es la absorbancia, la cual
es definida como:

P P
A = —logT = logp—o ; In o= —k,bc

o

Donde:

T = Trasmitancia: fraccién inicial de radiacidn que consigue
atravesar la sustancia.

Po = Haz incidente.

P = Fraccién de haz que logra pasar la solucion.

log&=A = abc
P

Donde:

B = Longitud de la trayectoria
¢ = La concentracidn
K = Se sustituye por la constante K

Por lo que se obtiene:

A=c¢-1-c Leyde Beer

Donde:

A= Absorbancia

€ = Coeficiente de absortividad molar
L = Longitud de paso del haz de luz

c= Concentracidn

Esta ley establece que la absorbancia es directamente proporcional a la concentracion de la

sustancia absorbente en solucidn.

La absortividad es una constante asociada a una sustancia en particular a una longitud determinada,
que no depende de la concentracion, pero si de factores como el disolvente, la longitud de onda, y
de la temperatura.
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La absorbancia varia, al variar las concentraciones de la muestra y las dimensiones de los recipientes
que la contengan, mientras que la absortividad es una constante que no es afectada por las
concentraciones, debido a que es la propiedad de la sustancia y no de la muestra como sucede con la
absorbancia.

La luz UV posee, mayor energia que la luz visible y la energia es inversamente proporcional a la
longitud de onda.

Cuando se tiene una mezcla de sustancias donde todas o la mayoria de ellas absorben luz, nos
podemos encontrar con dos casos en particular, que los espectros de absorcion sean diferentes,
donde se encuentren puntos sin que exista traslape de espectros, es decir que no haya interferencia
o bien que las sustancias absorban a las misma longitudes de onda; en este caso, segun la ley de
Beer la absorbancia es una propiedad aditiva, de tal forma que la absorbancia de la muestra es el
resultado de la suma de las absorbancias individuales de cada uno de sus componentes.

A1 = €M1bCM + SNlch(a/ll)

AZ = SMZbCM + gszCN(allz)

4.3. QUIMIOMETRIA

La quimiometria es una disciplina quimica, donde se aplican conocimientos matematicos y estadisticos y
formas ldgicas en el andlisis de datos y disefios de experimentos, para la obtencidon de la maxima
informacidn en el analisis de datos, para la obtencidn de la maxima informacién quimica relevante de un
conjunto de sistemas para obtener conocimiento a partir de estos (Massart, 1997).

El primer paso que se debe de realizar para llevar a cabo un analisis de una muestra es el disefio
experimental para controlar las posibles variables que podrian afectar el método de andlisis y de esta
manera poder conseguir datos que cumplan con las hipdtesis planteadas en las pruebas basandose en
las siguientes fases:

¢ ldentificar los factores de variabilidad.

R/

< Minimizar aquellos factores que no se pueden controlar

«» Realizar un andlisis estadistico para obtener la maxima informacion posible del efecto de
cada factor.

Y posteriormente proceder al andlisis para lo cual se debe elegir la técnica mas adecuada que se ajuste a
nuestro problema.
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4.3.1. ANALISIS MULTIVARIANTE

El analisis multivariante es una rama de la estadistica y del analisis de datos, que se utiliza para
interpretar y examinar un gran numero de variables medidas sobre n unidades experimentales, por lo
qgue la informacién que se maneja es de caracter multidimensional, cuyo objetivo es encontrar una
relacidn entre la respuesta y estas unidades evaluadas, las cuales pueden ser cuantitativas, cualitativas o
una mezcla de ambas, en donde la disposicién de los datos obtenidos, se encuentran dispuestos en una
matriz.

En un inicio el andlisis multivariante estaba destinado a disciplinas como la economia, pero con el tiempo
se ha convertido en una herramienta Util para diversos ambitos con necesidades comunes, tal es el caso
de la quimica analitica. Uno de los mayores problemas con los que se enfrenta esta area, es la
determinacién de compuestos presentes en mezclas complejas y mas aun, cuando existen compuestos
con propiedades similares que interfieren en la determinacién.

Los problemas mas comunes que se pueden presentar en la determinacidn de algun analito presente en
una muestra compleja, son las interferencias, las interacciones y el ruido del instrumento, comidnmente
lo que se hace en estos casos es un tratamiento previo o separacidon del analito de interés, con la
finalidad de eliminar estos factores, sin embargo estos métodos requieren tiempo y suelen ser mas
costosos.

La quimiometria ha nacido como una alternativa para el andlisis de muestras sin la necesidad de realizar
una separacion de los componentes de la misma, es decir nos ofrece una vision en conjunto de todos los
objetos de estudio, mediante métodos de calibracion multivariante, que permite extraer la maxima
informacidn que haga posible la determinacién de los componentes presentes. Como ya se ha
mencionado con anterioridad, la absorbancia total de una muestra es la suma de las absorbancias
individuales de cada uno de sus componentes, por lo que al realizar una cuantificacion de uno de los
analito nos vamos a enfrentar con interferencia del resto de los sustancias presentes en dicha muestra,
sin embargo, el método multivariente puede ser utilizado para eliminar problemas de interferencia
espectrales causadas por otras especies, debido a que cada una tiene diferentes absortividades a
diferentes longitudes de onda, lo que nos permite descomponer matemadaticamente el espectro
resultante de la muestra, en los espectros de cada uno de sus componentes.

En el caso de que exista una interaccion entre los componentes, no se puede utilizar este método de
forma directa debido a que se modifica la respuesta analitica, por lo que se sugiere realizar una
separacion de los analito que nos interesa cuantificar.

La mayoria de los analisis multivariados depende de vectores de datos, de muestras aleatorias
provenientes de las distribuciones normales multivariadas.

Aspectos importantes del analisis multivariante (Gallegos, 2003):
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Se basa en la normalidad de variables, es usual que las matrices de datos no cumplan de
manera estricta los supuestos de homogeneidad y normalidad.

En calibracién multivariante deben de considerarse ciertos pasos previos para que los
resultados obtenidos sean interpretados correctamente.

Se debe hacer una comprension de las variables por separado mediante estadistica
descriptiva univariante.

Buscar una relacién entre pares de variables utilizando la estadistica bivariante
aportandonos una visién general del problema.

Elegir la técnica multivariante mas adecuada al problema.

Existen diversas técnicas de calibracién multivariante, estas son; la regresion lineal multiple, regresion de

minimos cuadrados multidimensional, analisis de componentes principales, minimos cuadrados
parciales, etc.

Clasificacién de técnicas estadisticas para el analisis de datos de una matriz (analisis multivariantes):

Métodos predictivos o de dependencia: A partir de un conjunto de variables, se busca la explicacién y/o

prediccién del comportamiento de los valores observados.

Modelo lineal de regresion muiltiple (MLR): Explica el comportamiento de las variables
dependientes mediante la informacién de un conjunto de variables independientes,
denotando la influencia que ejercen estas Ultimas sobre las variables dependientes
(y = bgybyxqy + -+ bypxp +u).

Analisis multiple de covarianza (MANCOVA).

Analisis multiple de varianza (MANOVA).

Analisis discriminante.

Métodos reductivos o de independencia: son herramientas estadisticas que buscan reducir al minimo el

nuimero de variables (dimensionalidad), o la identificacion de grupos homogéneos, para explicar la

independencia de los datos obtenidos, aqui no se establece ninguna relacidon de dependencia si no que

existe una relacion entre ellas.
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<+ Andlisis factorial: Se trata de un conjunto de técnicas descriptivas que se utiliza para analizar
un gran numero de variables, donde se combinan factores comunes y se sintetizan varios
atributos, reduciendo de esta manera la informacién.

++ Correlacidn canodnica: Asigna a las variables en dos grupos para medir la extension lineal de
la relacion existente entre los dos conjuntos de variables.

+» Andlisis de componentes principales. Se refieren a un conjunto de nuevas variables, que se
generan a partir de las transformaciones lineales de otras variables ya existentes. Este
método multivariante, es capaz de tratar datos de numerosas variables y su validez radica en
la correcta eleccién de estas variables y la interpretacién de los resultados obtenidos.

< Andlisis de Clusteres: agrupa las variables con caracteristicas similares en subgrupos
(conglomerados), en este método no se realizan suposiciones anticipadas.

Los métodos multivariantes no son métodos causales, si no que se trata de métodos que describen o
explican una serie de variables, considerando todas de manera simultanea, en donde los resultados
obtenidos deben interpretarse detalladamente. En general, puede decirse que este tipo de analisis de
datos seleccionan los factores mas importantes, los jerarquizan, son facilmente aplicables y de bajo
costo.

El andlisis multivariante, también implica visualizar grandes cantidades de variables (p) de n elementos y
extraer la informacion mas relevante, los cuales pueden ser representados en forma de matriz (A) de
tamafio nxp, la cual es una herramienta muy util para ordenar un conjunto de datos ademas de facilitar
su manejo, este procedimiento matematico hace posible la determinacién de uno o mas componentes
en una mezcla compleja, sin la necesidad de llevar a cabo una extraccién, aun cuando no se conozcan
todas las entidades presentes en ella.

4.3.2. REGRESION LINEAL MULTIVARIANTE POR MiNIMOS CUADRADOS PARCIALES

El método de minimos cuadrados parciales (PLS), para analisis de composicién de mezclas fue
introducido inicialmente para ciencias sociales por H. Wold en 1975, para posteriormente pasar a ser
parte de los métodos estadisticos utilizados por la quimica analitica con el propdsito de analizar
multiples variables.

El fundamento de PLS, es tomar la informacién de las variables arregladas en una matriz con un nimero
de muestras igual al nimero de filas, en donde todos los datos deben estar perfectamente tipificados.

Para la realizacién del andlisis de calibracién y prediccion, para un solo componente dentro de una
matriz de datos, el método de minimos cuadrados parciales se auxilia de algoritmos que le van a permitir
llegar a los resultados.
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La regresidon por minimos cuadrados parciales comienza encontrando las variables que aporten una
mejor prediccién, para lo cual se eligen aquellas con una alta correlacién con las respuestas analiticas y
qgue expliquen los cambios existentes en las predicciones. La regresién multivariante, requiere conocer
el espectro de absorcién de cada uno de los constituyentes puros de la calibracién, en donde la
intensidad de la respuesta (yi) de cada una de las longitudes de onda, estd relacionada con la
concentracién de los constituyentes de la muestra y esta representada por la siguiente ecuacion (Miller,
2008):

yi= boi + biixi +b2ix2+...

En el método de PLS, se utiliza cuando se tiene un gran niumero de variables observadas arregladas en
una matriz X, para facilitar el andlisis de datos, de tal manera que mientras mayor es el nimero de
observaciones, la precision y la exactitud del modelo serd mayor. El objetivo principal en la utilizacién
de PLS es eliminar las interferencias analiticas y ajustar los datos de una linea recta.

4.3.3. CALIBRACION

La calibracién multivalente es muy confiable para la interpretacion de datos, se fundamenta informacion
cuantitativa, a partir de la mediciéon de una propiedad y su trasformacidn matematica, para lo cual se
utiliza un gran ndmero de variables, que nos permitan obtener la férmula de prediccidn de X en funcién
de Y, para la descripcion del modelo de calibracién.

El modelo de calibracién se expresa de la siguiente forma:

y=b,+bix +e

Dénde:
x = Respuesta analitica
y = Cantidad del analito
by, y by = Parametro de regresion
e = Residuo (€ = Yreq1 = Yestimada)

Para la estimacion deb, yb,, se requiere de los datos de n muestras independientes.

Y = b0+b1X1 + el
Y = b0+b1X2 + ez

Y = b0+b1Xn + en
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En donde la respuesta se ordena en forma de vector y la concentracién como matriz.

En esta etapa, se pretende realizar una calibracion con soluciones que contengan las posibles
combinaciones de los componentes de la muestra y que causen interferencia con el analito. La
calibraciéon, va a establecer la relaciéon que existe entre el cambio de absorbancia de la muestra a las
diferentes longitudes de onda y la concentracién de la sustancia que se desea determinar. Es importante
que durante la calibracidn se detecten los siguientes parametros (Huerta, 2009):

>

Numero de sistemas en la calibracion.

7/
> 0.

R/
*

Longitudes de onda adecuadas, para obtener un modelo con una buena prediccion.

X3

¢

Numero de variables latentes.

3

*

Muestras desechables.

4.3.4. ETAPA DE PREDICCION

Para predecir la concentracidon de las muestras es utilizada la respuesta de la matriz de calibracion,
mediante la relacién de los cambios espectrales de los diferentes sistemas, con los datos espectrales de
la muestra, para ello se debe de realizar una seleccién adecuada del nimero vy las longitudes de onda
adecuadas, lo que implica que mientras mayor es el nimero de sistemas en la calibracidn, el modelo va
a tener un mayor poder predictivo (Pino, 2008).

Para realizar el analisis por PLS, se debe seguir un algoritmo que nos lleve a un resultado; para este
trabajo se utilizaron dos softwares; MCP (ISHEJA), que utiliza al algoritmo de Haland y Gen EX, el cual
sigue el algoritmo SIMCA.

Por otra parte, es importante recalcar que se deben elegir adecuadamente el nimero de variables
latentes (factores éptimos), de tal manera que a mayor numero de factores éptimos la linealidad de la
calibracion serd mejor; sin embargo, el poder de prediccidn se vera disminuido.

4.3.5. VENTAJAS DEL METODO MULTIVARIANTE POR MINIMOS CUADRADOS PARCIALES

Dentro de las ventajas que presenta el analisis por PLS se encuentran las siguientes (Pino, 2008):

R/

< El PLS permite cuantificar uno o mas analitos en una muestra de forma simultdnea aun
cuando existan interferencias espectrales.

«» Nos permite un grado de acercamiento importante a partir del ajuste estadistico (el modelo
es mejorado a partir del analisis de residuales).

% Permite la cuantificacién de un analito sin la necesidad de una excesiva manipulacion de la
muestra, permitiendo un buen porcentaje de recuperacion.
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R/
0‘0

Tiene la capacidad de detectar datos que estén relacionados con una mala preparacién de
las muestras, evitando errores en la cuantificacion.

4.3.6. LIMITACIONES DEL METODO DE PLS

Dentro de las limitaciones del andlisis multivariante por PLS se encuentran (Gallegos, 2003):

K/
0’0

En el andlisis de regresion lineal multiple debe de existir una distribucién normal de los datos
de prediccién y de los residuales.

Comprobar que los supuestos de partida se cumplen, de no ser asi se debe realizar un
tratamiento matemadtico o utilizar una técnica mas robusta para cumplir con los supuestos

planteados inicialmente.

Se debe disponer de un numero elevado de muestras, para obtener resultados
estadisticamente significativos.

Por otra parte, trabajar con nimero muy grande de muestras también suele ser un
problema, debido a que se puede incurrir a errores de interpretacion.

La presencia de casos andmalos puede deteriorar el ajuste de datos y por tanto a los
resultados.

Los resultados pueden ser de facil estimacidn; sin embargo, la interpretacion de los
parametros suele ser mas compleja.

Debido al uso de programas computacionales, los investigadores se olvidan de fundamentar
los modelos de forma tedrica.

Se pueden llegar a generar modelos de escasa relevancia practica.

4.4. ASPECTOS GENERALES DE LA DISOLUCION

La disolucidn es un proceso, por medio del cual una sustancia se dispersa en otra formando una solucién

por la afinidad entre el soluto y el disolvente. La velocidad con la que la disolucidn ocurre, esta definida

por cambios de concentracion del soluto en el disolvente respecto al tiempo, bajo condiciones

estandarizadas.
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4.4.1. PERFILES DE DISOLUCION

Las pruebas de disolucién son indicadoras de las buenas practicas de manufactura de medicamentos,
durante el desarrollo del producto, sobre la calidad del mismo como producto final y de la factibilidad de
la formulacién empleada, asi mismo establecen una correlacion de disoluciéon in vitro de la
biodisponibilidad del farmaco, de tal manera que se pueda predecir el comportamiento de la absorciony
con ello determinar la bioequivalencia de los productos genéricos.

Las formas farmacéuticas que contienen principios activos que requieren de su absorcidn para ejercer un
efecto terapéutico, necesitan pasar forzosamente por pruebas de disolucién, a excepcién de aquellas
tabletas cuyo tiempo de desintegracion oscila entre los 10 y 15 minutos.

La FDA en la Guidance for Industry Dissolution Testing of Immediate Release Solid Oral Dosage Forms,
menciona que la disolucién in vitro se realiza especialmente para asegurar la consistencia de lote a lote y
se toma como referencia para determinar posibles problemas con la biodisponibilidad in vivo. Por otra
parte, esta guia indica que si los perfiles de disolucion de un medicamento genérico son diferente con
respecto al de referencia y los resultados in vivo siguen siendo aceptables, entonces se puede establecer
una nueva especificacion de disolucidn para ese producto y que debe cumplir a lo largo de su vida util.

Los fines que se persiguen con las pruebas de disolucidn, son el control de calidad rutinaria, caracterizar
la calidad de los productos y como indicador de equivalencia (FIP GUIDELINES FOR DISSOLUTION
TESTING OF SOLID ORAL PRODUCTS, 1997).

4.4.2. APARATOS PARA PRUEBAS DE DISOLUCION

Las pruebas de disolucién marcadas en la USP fueron introducidas en 1970. Actualmente hace referencia
a 7 aparatos, que pueden ser utilizados para ensayos de disolucion sin embargo, los aparatos mas
indicados para las pruebas de disolucion para formas farmacéuticas de dosificacién oral son los aparatos
1, 2,3 y 4. El aparato a utilizar va a depender del comportamiento in vitro, de la forma farmacéutica y de
sus composicion.

Los aparatos de disoluciéon deben estar debidamente calibrados para garantizar el cumplimiento de las
buenas practicas de manufactura (ICH guideline Q4B annex 7 (R2) on dissolution test — general chapter,
2010).

Cada aparato posee sus propias especificaciones de uso, a continuaciéon se muestra una tabla donde se
encuentran estos aparatos, sus caracteristicas, especificaciones y la forma farmacéutica que se someten
a las pruebas de disolucién para ese aparato.
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Tabla 4.- Caracteristicas y usos de los aparatos USP.

Especificaciones Usos

Descripcion del aparato
Aparato 1 (Aparato con canastillas)

.\\mr\ - 1.,‘ I ’”;’_

Medio de disolucién especificado en la
monografia individual a una temperatura
de 37 £ 0,5°C, un volumen recomendado
de 900 mL y una Velocidad de rotacion 25-
150 rpm +4 %

El flujo del bafio debe mantener un
movimiento suave y constante.

La muestra se introduce en el interior de
la canastilla

La distancia del fondo y la canastilla debe
mantenerse a 25 mm + 2 mm

Para perfiles de disolucion de

los siguientes productos.
Productos de liberacion :

5

%

Inmediata (IR)

Extendida (ER)

Retardada (RR)

Capsulas de gelatina dura
Capsulas de gelatina
blanda

» Tabletas sin recubrimiento
Tabletas con cubiertas
simples y entéricas.

5

%

5

%

X3

S

X3

S

DS

5

%

Las condiciones de prueba son iguales a
las del aparato 1.

La velocidad de rotacion 25-75 rpm.

Productos de liberacion :

¢ Inmediata (IR)
¢+ Extendida (ER)
¢+ Retardada (RR)

Temperatura del medio de disolucion a 37
+0,5°C.

El flujo del bafio debe mantener un
movimiento suave y constante. La
muestra se introduce en el interior de la
canastilla. La velocidad de oscilacidn debe
ser la especificada en la monografia
individual con una variacion de +5%.

Utilizado para formas
farmacéuticas de liberacion
prolongada o con capa
entérica

Se coloca una perla de 5 mm en el apice
de la celda y perlas de vidrio de Imm en la
celda para provocar un flujo laminar. La

0.5°C. La bomba tiene un intervalo de
operacion de 240-960 mL y velocidades de
flujo de 4, 8, y 16 mL por cada minuto. La
bomba debe suministrar un flujo
constante (5% de la velocidad de flujo
nominal), cuyo perfil es sinusoidal con una
pulsacién de 120 * 10 pulsos por min. Los
procedimientos de la prueba de
disolucion, deben estar caracterizados con
respecto a la velocidad y a las pulsaciones.

temperatura del medio debe ser de 37°C +

Formas farmacéuticas de:

¢ Liberacidon inmediata
¢+ Liberacion prolongada.
¢ Liberacion retardada.
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Aparato 5 (paletas sobre disco)
| | L]

Temperatura 32°C + 0.5°C

Se utiliza para caracterizar
perfiles de disolucién para
parches transdérmicos.

Aparato 6 (Cilindro)
L =

El parche es colocado sobre el cilindro
La Temperatura del medio de disolucién
esde 32°C_0.5°C.

Para productos
transdérmicos

Stainless Steel Rod
8"z 1/8" 0
Parker 0-ring 2-026-VB84-75

0= diometer

Transdermal sysiem holder—eylinder.

El sistema se desplaza verticalmente
La temperatura del medio de disoluciéon
debe ser de 32°C + 0.5°C

Para productos
transdérmicos y formas
farmacéuticas de liberacidn
extendida.

4.4.3. CONDICIONES DE ENSAYO PARA PRUEBAS DE DISOLUCION

Los perfiles de disolucidn son graficos de porcentaje de farmaco disuelto en funcién del tiempo. Se debe
realizar caracterizaciones de los perfiles de disolucion que nos permitan elegir las condiciones mas
apropiadas para la prueba, en este caso, lo que se considera son los datos de solubilidad y estabilidad de
la muestra o de nuestro analito de interés en los diferentes medios de disolucién recomendados en la
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FEUM, en donde el andlisis estructural del analito nos va a predecir el medio idéneo para la pruebayva a
ser corroborado por la caracterizacién, que nos permita elegir el medio que de mejores resultados y en
consecuencia mejores perfiles de disolucién.

Los perfiles de disolucidn se deben evaluar bajo condiciones fisiolégicas, lo que permitird una correlacién
in vivo de los datos obtenidos durante el ensayo. Lo que se recomienda para este tipo de ensayos es
utilizar 3 diferentes valores de pH 1.2, 4.5 y 6.8 (HCI 0.1N, bufer de acetatos pH 4.5 y bufer de fosfatos
pH 6.8), para que puedan asegurar comportamientos similares de los perfiles de los medicamentos de
prueba y de referencia, ademads se debe mantener condiciones sink (cuando el volumen disolucion del
medio es de 5 a 10 veces mas grande que el volumen requerida para obtener una solucidn la saturada),
es por ello que se utiliza un gran volumen del medio de disolucién y regularmente es de 500, 900 o 1000
mL (aparatos 1, 2 y 3), a una temperatura de 37°C+0.5°C. En cuanto a la velocidad de agitacién, se
utilizan revoluciones que van de 50-100 rpm (aparato 1, 2 y 3), mientras que para el aparato 4 el flujo es
de 4, 8 y 16 mL por minuto y el volumen es el suficiente para mantener el flujo requerido constante. El
analista debe elegir cada uno de estos factores de acuerdo a las propiedades fisicoquimicas de la forma
farmacéutica y del principio activo.

Es importante mencionar que los medios de disolucién deben ser perfectamente desgasificados, debido
a que las burbujas de gas causan problemas en la disolucién del farmaco (retarda la disolucidn), las
formas mas comunes para la desgasificacion es por medio de la calefaccién y filtracidon con vacio.

Otros medios que se sugieren, ademads de los recomendados anteriormente, son simulados gastrico o
intestinal con o sin enzimas, agua y medios con presencia de tensoactivos.

Se puede hacer toma de muestra de minimo 5 puntos de muestreo para que se pueda ver
perfectamente la forma de la curva de los perfiles que posibilite su comparacién. Para tabletas de
liberacion inmediata la duracidon de la prueba va de 30 a 60 min aproximadamente, en caso de los
aparatos 1y 2, mientras que para el aparato 4 sabemos que la disolucidn varia y se requerira un tiempo
donde mas del 85% del principio activo se haya disuelto.

4.4.4.. APLICABILIDAD DE LOS ESTUDIOS DE DISOLUCION

Las pruebas de disolucidon son una herramienta eficaz para proporcionar datos utiles, aplicables a lo
siguiente:

< Sirve de guia para los formuladores, para la eleccién de los excipientes mds adecuados en la
preparacion de una forma farmacéutica (optimizacion de la formulacion).

< Como control de calidad de un producto

«» Demostrar consistencia de lote a lote.
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Como una correlacion in vivo-in vitro para predecir la biodisponibilidad de un farmaco en el
organismo.

Determinar la bioequivalencia de los productos genérico: demostrar similitud entre
diferentes formulaciones y un medicamento de referencia.

Para realizar un seguimiento del proceso de manufactura: Es una herramienta para
demostrar la consistencia y reproducibilidad del proceso de fabricacién.

4.4.5. FACTORES QUE AFECTAN LA VELOCIDAD DE DISOLUCION DE LOS FARMACOS

La velocidad de disolucion estd influenciada por un gran nimero de factores relacionados
con las propiedades fisicoquimicas del principio activo, con la forma farmacéutica y aquellas
gue estan sujetas con los parametros de prueba o propiedades hidrodinamicas del sistema.

Las caracteristicas del fdrmaco que pueden afectar a la disolucién son: tamafio y forma de
particula, pKa, estado cristalino (amorfo o polimorfo), estado quimico (acido, base, sales
anhidras o hidratadas), formaciéon de complejos, solubilidad, la densidad, viscosidad y la
humectabilidad, por citar algunos ejemplos, todos estos factores van a determinar las
caracteristicas de disolucién inherentes al principio activo (disolucién intrinseca).

En cuanto a los factores fisicoquimicos de la forma farmacéutica que influyen en la
disolucién del principio activo es la formulacidn, el proceso de manufactura, la edad del
medicamento, el acondicionamiento y almacenaje.

Por otra parte, los factores hidrodindmicos involucrados que pueden ser considerados como
fuente de variabilidad son la forma y la velocidad de agitacién, aparato empleado en la
prueba, el medio de disoluciéon, composicion del medio, temperatura, volumen,
mantenimiento de las condiciones sink, factores ambientales, pH, fuerza iénica del medio,
viscosidad, técnica de muestreo y método de ensayo.

Las propiedades del estado sélido del farmaco (polimorfismo), repercuten en la velocidad de
disolucién aparente, debido a la diferencia en la estructura interna de los sélidos), lo que
afecta directamente la biodisponibilidad y la bioequivalencia del medicamento. Los cambios
involuntarios en la forma polimérfica que pueden afectar BA y BE a menudo puede ser
detectado por las pruebas de disolucidon de la forma farmacéutica. (Guidance for Industry
ANDAs: Pharmaceutical Solid Polymorphism, 2007). El importante mencionar que los
polimorfos mas estables termodindmicamente suelen ser menos solubles.

La constante dieléctrica esta relacionada con la capacidad que tiene un disolvente para
ionizar a los solutos y de esa manera lograr que se solubilicen. Una sustancia iénica se
solubiliza mejor en medios con una alta constante dieléctrica.
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La solubilidad de los principios activos depende de su grado de ionizacién y se evalua a través
de sus constantes de ionizacidn (pKa), por lo que el pH influye fuertemente en la solubilidad
de una sustancia.

Las variaciones en la temperatura provocan cambios en la solubilidad de las sustancias
normalmente al aumentar la temperatura, incrementa la solubilidad, esto debido a que la
mayoria de los procesos son endotérmicos.

La presencia de sales modifica la solubilidad dependiendo de la fuerza idnica pueden
aumentarla o disminuirla, ya que a medida de que hay mayor cantidad de moléculas de agua
libre es mas facil la solvatacién de las moléculas del farmaco.

La solubilidad se ve limitada por la viscosidad del medio, puesto que altera el coeficiente de
difusién de las particulas.

La metodologia de los estudios de disolucién son factores muy importantes como las
condiciones sink, no sink, reposicidon del volumen retirado, recirculacién del medio.

Entre mayor es el area superficial de la particula, mayor es la velocidad con la que esta se
disuelve, sin embargo hay algunos casos en los que se presenta dificil solvatacién vy
humectacién de particulas.
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Figura 4. Factores que afectan la velocidad de disolucién aparente de un farmaco.
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4.5. MEDICAMENTOS GENERICOS

Los medicamentos genéricos son especialidades farmacéuticas que poseen caracteristicas similares a un
medicamento de referencia, es decir, contienen el mismo principio activo y dosis, igual forma
farmacéutica y comportamiento similar dentro del organismo.

Los medicamentos genéricos, deben demostrar su equivalencia terapéutica con respecto a un
medicamento de referencia, este ultimo, sirve de base de comparacidon para la elaboracidon de
especialidades genéricas. Los requisitos que debe cumplir un medicamento para ser considerado de
referencia es comprobar su seguridad y eficacia, regularmente el producto innovador es el mds apto
para cumplir con estas caracteristicas, debido a que durante su desarrollo se realizaron todos estos
estudios, sin embargo, no siempre nos encontramos con que el producto de referencia es el innovador.

Caracteristicas de los medicamentos genéricos:

%+ Poseer el mismo principio activo, la misma dosis, la misma forma farmacéutica, las mismas
caracteristicas cinéticas, dindmicas y técnicas que el medicamento de referencia.

<+ Demostrar bioequivalencia terapéutica, a fin de garantizar su intercambiabilidad.
+» Demostrar calidad, seguridad y eficacia.

< Tener menor precio debido a que la inversidn econémica para su desarrollo es menor.

4.6. ESTUDIOS DE BIOEQUIVALENCIA

Durante el desarrollo farmacéutico, los ensayos para disolucidn son una herramienta muy util para
identificar los factores de variabilidad de la formulacion que pueden tener mayor influencia en la
biodisponibilidad del farmaco, por lo que ayudara a la reformulacién de la forma farmacéutica , es por
ello que se consideran como un método para el control de la calidad, para garantizar consistencia y
reproducibilidad de lote a lote, ademads de ser un apoyo para avalar la biodisponibilidad vy
bioequivalencia de un nuevo medicamento.

Un medicamento suele ser considerado como equivalente farmacéutico si tiene la misma forma
farmacéutica, sustancia activa y cantidad de la misma, pero estas caracteristicas similares, no implican
bioequivalencia, debido a factores que pueden influir fuertemente en la velocidad de disolucién y como
consecuencia en la absorcién del principio activo, como las diferencias que existen tanto en el proceso
de manufactura, asi como en los componentes de la formulacién. Por tanto, dos medicamentos son
bioequivalentes cuando son alternativas farmacéuticas con efectos similares en relacién con su
seguridad y eficacia.
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4.6.1 SISTEMAS DE CLASIFICACION BIOFARMACEUTICA

El sistema de clasificacion biofarmacéutica de los farmacos esta basado en la solubilidad y permeabilidad
de los mismos y sirve de apoyo para establecer correlaciones in vivo-in vitro.

Los farmacos estdn clasificados por el SCB como sigue:

Caso 1: Fdrmacos de alta solubilidad - alta permeabilidad

Caso 2: Farmacos de baja solubilidad - alta permeabilidad
Caso 3: Fdrmacos de alta solubilidad - baja permeabilidad
Caso 4: Fdrmacos de baja solubilidad - baja permeabilidad

En los farmacos que se encuentren dentro de la clase 1y en algunos casos en la clase 3 de la BCS, que
posean una disolucion del 85% en medio de HCl 0.1N en un tiempo de 15 min, su biodisponibilidad no se
vera limitada por la disolucidn, pero si por el vaciamiento gastrico (para los farmacos de la clase uno solo
es necesario cumplir con pruebas de disolucién in vitro y para los farmacos del caso 3 la permeabilidad es
un paso critico). Los productos farmacéuticos con principios activos que pertenezcan a estas clases, muy
dificilmente es posible establecer una correlacion in vivo-in vitro, sin embargo para los farmacos
pertenecientes a la clase 2 es mas factible que se pueda cumplir esta correlacién, pero se ven limitados
por su disolucion, en la clase 3 los farmacos la correlacion in vivo-in vitro se vera afectada por la
permeabilidad, mientras que los fdrmacos del caso 4 no son recomendables para su administracidon por
via oral por su baja solubilidad y muy dificil absorcion (Guia para la Industria: Pruebas de disolucién de
formas de dosificacién oral sélidas de liberacidon inmediata, 1997).

4.6.2. CORRELACION IN VIVO - IN VITRO

Los parametros farmacocinéticas normalmente utilizados son la C,,4, Y€l ABC y K, (constante de
absorcién) para comparar bioequivalencia de dos productos, cuando existe una diferencia en la
velocidad de absorcion de ambos medicamentos, podran ser considerados como equivalentes si la
diferencia no es significativa.

La correlacion estd definida por la curva de disolucién in vitro y la curva del nivel plasmatico, existen 3
niveles de correlacion, el mas util es el nivel A, sin embargo las correlaciones in vivo-in vitro de las
formas farmacéuticas de liberacién inmediata se basan en el nivel de correlacién C.

Nivel A: Es una relacién en la que se compara punto por punto de la disolucion in vitro y la disolucion in
vivo, es ampliamente utilizada para formas de liberacién modificada.

Nivel B: Se utilizan todos los datos in vivo-in vitro, pero a diferencia del nivel, es una correlaciéon punto a
punto, la desventaja de este es que no se puede utilizar para justificar el control del proceso.
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Nivel C: Utiliza los parametros farmacocinéticas (ABC, C,4x0 Tinax) NO refleja el perfil total en el nivel
plasmatico, ya que no puede predecir el comportamiento real del producto in vivo, es una correlacién de
un solo punto pero si se puede utilizar como criterio en el control de calidad de productos y procesos.

4.6.3. METODOS PARA LA DETERMINACION DE LA SIMILITUD DE LOS PERFILES DE DISOLUCION

Para determinar la similitud de los medicamentos se pueden utilizar métodos de modelo-independiente
o modelo-dependientes los cuales son:

+* Regresion lineal del % disuelto en funcién del tiempo
++ Comparacidn estadistica de los parametros de la funcion de Weibull
+“* La determinacion del factor similitud f,.

4.6.3.1. FACTOR SIMILITUD

Para la evaluacién de perfiles de disolucion, se debe realizar una comparacién entre los perfiles usando
una prueba matematica llamado factor de similitud (f ,) introducido por Moore y Flanner y que ha sido
adoptados por la FDA, EMEA y la FEUM entre otras legislaciones, como criterio de similitud, cuyo
resultado debe comprenderse entre 50 y 100 para considerar que dos perfiles de disolucion son similares
y estd representado por la siguiente ecuacion:

L& 0.5
f, = 50 log 1+EZ(Rt—Tt)2 « 100
n—1

Doénde:
n = Nimero de observaciones.
R, = Porcentaje disuelto promedio en el tiempo t del
medicamento de referencia.
T; = Porcentaje disuelto promedio en el tiempo t del
medicamento de prueba.
Este método es el mas comun a utilizar para determinar la similitud entre perfiles de disolucién, resulta
de la transformaciéon logaritmica de la suma de los cuadrados del error de las diferencias de los

porcentajes del principio activo disuelto, tanto del producto de prueba como el producto de referencia,
mismo que se encuentra indicado en legislaciones nacionales e internacionales.

Premisas que se deben cumplir para la determinacion del factor similitud:

K/
0’0

Deben de leerse como minimo 3 puntos ademas del tiempo cero.

Deben obtenerse doce valores para cada formulacién en cada punto.

Los tiempos de muestreo que se incluyan deben de estar comprendidos en una
concentracién disuelta del farmaco del 85% por cada formulacidn, donde solo un valor
puede ser superior a este porcentaje.

X3

S

K/
0’0
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@,

%+ La desviacidn estandar debe ser inferior al 10% de todos los puntos de tiempo excepto el
cero.

Cuando la cantidad disuelta de farmaco es superior al 85% en 15 min, los perfiles de disolucion se
consideraran como similares, por lo que no habra ninguna necesidad de someter los datos a algln
modelo matematico para ser comprobado.

4.6.4. ESPECIFICACIONES DE DISOLUCION PARA PRODUCTOS GENERICOS

Los productos genéricos que cumplen con una IVIVC son considerados como bioequivalentes sin
embargo, en muchas ocasiones encontramos que las pruebas in vitro es mucho mas discriminatoria que
las pruebas in vivo, los métodos con mayor capacidad para discriminar distinguen con mayor facilidad los
cambios en la calidad del producto, prediciendo como serd afectado el rendimiento in vivo.

Las pruebas de disolucidn se realizan en los siguientes casos:

@,

“* Cambios en el sitio de fabricacion.

@

** Cambios en los componentes y composicion de la formulacion.

%+ Cambios en equipos y procesos

4.7. MARCO LEGAL

Los medicamentos genéricos como cualquier otro medicamento, para su comercializacién deben ser
evaluados por las autoridades sanitarias correspondientes, por lo que para su registro es necesario que
cumplan con ciertos criterios que demuestren su seguridad, eficacia, calidad, correcta identificacion y
correcta utilizacién, sin embargo, ya no se les exige que cumplan con estudios clinico y farmacotdxicos,
debido a que ya han sido demostradas durante los procesos de investigacion y desarrollo del
medicamento innovador, de tal manera que en la mayoria de los casos solo necesitan cumplir con
estudios de bioequivalencia con respecto al medicamento de referencia, dado que al ver el
comportamiento de los perfiles farmacocinéticos de ambos productos, se puede asumir si van o no a
tener el mismo comportamiento en el organismo, por lo que una formulacién puede sustituir a la otra en
el tratamiento para una enfermedad.

Los estudios de bioequivalencia implican una menor inversién con respecto a los estudios
farmacotoxicos y clinicos, motivo por el cual los medicamentos genéricos son menos costosos que los
innovadores.

En el Reglamento de Insumos para la Salud se encuentran los principales requisitos que se necesita para
registrar un medicamento como genérico intercambiable (Gl), los requerimientos mas importantes son:
que contenga el mismo principio activo que el medicamento innovador, igual forma farmacéutica,
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concentracién, potencia, via de administracidon y que demuestren su intercambiabilidad mediante los
perfiles de disolucién.

La Norma Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-1998, Establece las pruebas y procedimientos para
demostrar que un medicamento es intercambiable. Requisitos a que deben sujetarse los terceros
autorizados que realicen las pruebas. En esta norma se encuentran dispuestas las pruebas
reglamentarias requeridas para considerar la equivalencia de un medicamento, con respecto a uno de
referencia, el cual estd indicado por Secretaria de Salud como tal. Los estudios de bioequivalencia
(perfiles de disolucion), se deben realizar a un lote estandar o un lote escalado, demostrando que no
haya diferencia entre lotes, ademas se debe realizar ensayos de valoracion y uniformidad de contenido,
dichos métodos deben ser validados de acuerdo a los criterios establecidos en los diferentes
disposiciones relacionadas a la materia.

Los criterios y requisitos dictaminados en la NOM-177-SSA1-1998, para la evaluacién de los perfiles de
disolucién en formas farmacéuticas de liberaciéon inmediata son los siguientes:

K/
0’0

Se deben realizar a 12 unidades tanto del medicamento de prueba como del de referencia.
< El método se debe registrar por escrito antes del estudio.

% Las condiciones experimentales deben ser las descritas en la FEUM o en las farmacopeas
reconocidas internacionalmente.

«» Seleccionar por lo menos 5 tiempos de muestreo, que se encuentren dentro de los tiempos
establecidos en el método de evaluacién, para la caracterizacién de los perfiles de disolucién.

% El volumen extraido puede o no reemplazarse, en el ultimo caso no se debe extraer mas del
10% del medio.

% El método debe ser validado

Recientemente la EMA incorpord la ICH guideline Q4B annex 7 (R2), que hace referencia a diversas
normas internacionales que establecen varios criterios para realizar estudios de disolucién.

La FDA por su parte a incorporado la Guidance for Industry: Dissolution Testing of Immediate Release
Solid Oral Dosage Form, se especifican los enfoques para establecer especificaciones para entidades
guimicas nuevas y para productos genéricos, los métodos para realizar la comparacién entre perfiles de
disolucién y las condiciones para llevar a cabo las pruebas de disolucién.

La USP tiene un apartado que habla acerca del procedimiento de disolucién, su desarrollo y validacion, el
cual dice que el procedimiento requiere de un aparato, un medio y las condiciones mds apropiadas para
generar un método robusto y reproducible dia a dia y que pueda ser utilizado en diferentes laboratorios.
Este documento también cuenta con los capitulos 711 y 724 donde aborda los temas de disolucién y
liberacion de farmacos respectivamente.
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Método analitico

|

Determinar caracteristicas fisicoquimicas
del analito ASA

Calibracion y \l/ pH 4.5 (bufer de acetatos)
determinacion de Caracterizacion de los espectros |
factores optimos de absorcion pH 6.8 (bufer de fosfatos)
A—| \1/
Seleccién del método Determinar interferencias e pH 1.2 (HCI 0.1N)
(PLS) E interacciones

\4

Seleccion de las longitudes de onda

Velocidad de lujo |« I — =
7 Vv ——>  Seleccion del medio
- Caracterizacion de
Tiempos de -
g < los perfiles de Intervalos de
disolucion de " — concentraciones para
Seleccion d tabletas de ASA del Con’ter_]ldo curva de calibracion
€ gf:ugn € é_ producto innovador quimico
?e IIO e en el aparato IV USP > Tiempo de agitacion
Isofucion alos3pH (6.8,45y
Cantidad de o —— Seleccidn del filtro
perlas a utilizar < ‘ ‘
©) \L Determinar la
E estabilidad
Intervalos de —
concentraciones Validacion
<—
para curva de I
calibracion \7 %
Validacion del Validacion del
sistema método
Perfiles de
disolucién < S Contenido
quimico

Producto innovador y
de referencia

Figura 5. Estrategia analitica para el desarrollo y la validacion del método analitico para perfiles de
disolucién y contenido de acido acetilsalicilico en tabletas.
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5.1. MATERIAL
Material No de unidades
Barras magnéticas 4
Embudo de vidrio 6
Matraces de 25 mL Volumen (mL) 45
0.5 1
1 1
2 2
. lumétri 3 2
Pipetas volumétricas 4 1
5 1
6 2
8 1
1000 1
250 2
Matraces volumétricos 200 2
100 6
25 45
10 15
. 50 6
Vasos de precipitado 100 1
5.2. EQUIPOS
Equipo Marca Modelo No. de Serie
Espectrofotometro UV- Vis Varian Cary 100 Conc ELO5043015
Espectrofotometro UV-Vis Vankel CarylE EL97023472
Balanza electrdnica OHAUS AP250D 1114050584
Balanza electrdnica Mettler Toledo AB204-S 1119430155
Potenciometro- Conductimetro = Mettler Toledo SEVEN MULTI 1227257138
MILLI-Q MILLIPORE MQ REFERENCE FOMAG61689A
Disolutor (Aparato 4 USP) SOTAX AGCH-4008BASEL  DISSOTEST CE6 142
Disolutor (Aparato 2 USP) Vankel Vk7000 1-4185-0597
Prensa CARVER CS/N 41000-310 469320544
Agitador IKA LADISC 3331761
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5.3 REACTIVOS

HCI grado reactivo (HCI) PM 36.46 J.T Baker pureza 36.5 -38.0% Lote K31C46

Fosfato de potasio monobasico (KH, PO, ) PM 136.09 J.T Baker Lote J16C16 pureza 99.2%
Acetato de sodio trihidratado CH;COONa.3H,0 PM 136.08 J.T. Baker Lote HO7C13 pureza 99.8%
Acido acético glacial (CH;COOH) PM 60.05 J.T Baker Lote E02A20 pureza 100%

Fosfato dibasico de sodio (Na,HP0O,7H,0) PM 268.07 J.T Baker Lote A47C24 pureza 100%
Estdndar secundario de acido salicilico de pureza 99.0% marca Sigma Aldrich Lote #HMKAAH&77V
Estandar secundario de ac. acetilsalicilico (cristales 100% de pureza) Helm de México Lote 0.929342
Agua desionizada (Mili Q

Aspirina Bayer lotes X207UU,. X208A3 y X209VP

Alcohol etilico desnaturalizado 40B CH;CH,OH de pureza 99.5% J. T. Baker

2.4. SOFTWARES

Para obtener la senal

Cary simple reads y cary scan en formato ASCII

analitica se utilizaron: e Espectrofotémetro Cary win UV (version software: 3.0 (182), Cary 100
Version EPROM: 900 y Espectrofotometro Cary 1E (version software
02.00 (25) Versién EPROM 8.01

Isheja UINC versidn 1.0.0 que maneja algoritmo de Haaland

Gen Ex 5.3.4 que maneja el algoritmo SIMCA

Microsoft Excel 2010

STATGRAPHICS Centurion XVI.I Versién 16.1.15

Para obtener el resultado
analitico y tratamiento
de datos se utilizo:

Figura 6. Equipos espectrofotométricos utilizados para obtener la sefial analitica. A) Espectrofotémetro
Cary 100 Varian .B) Espectrofotémetro Cary 1 E Vankel.
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Figura 7. Aparato 2 USP (paletas) utilizado para la validacion del método analitico para evaluacién de
perfiles de disolucién.

Figura 8. Aparato 4 USP (celdas de flujo continuo) utilizado para caracterizar perfiles de disolucion de
tabletas de ASA (producto genérico y producto de referencia).
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6.1. DESARROLLO DEL METODO
6.1.1 SELECCION DE LAS CONDICIONES DE PRUEBA

Espectros de Absorcién

El primer paso del desarrollo de un método es confirmar la identidad del analito en este caso el acido
acetilsalicilico.

3

2.5

1.5 * \ m=gte= 0H 1.2

Absorbancia

0.5 a\'

~
L 2t

0 | B e e SO P T Y ISR Eees

200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
Longitud de onda (nm)

Figura 9. Espectros de absorcién de ASA en solucidon de HCl 0.1N, bufer de acetatos pH 4.5 y bufer de
fosfatos pH 6.8.

Se determind el comportamiento del espectro de absorcion del acido acetilsalicilico en los diferentes
medios de disoluciéon marcados en la USP (HCL 0.1N, bufer de acetatos pH 4.5 y bufer de fosfatos pH
6.8), con la finalidad de elegir las longitudes de onda mas adecuadas para llevar a cabo la determinacion

del resultado analitico.

" = Especie dcida = Especie basica

Figura 10. Diagrama de zonas de predominio de especies de acido acetilsalicilico en funcién del pH.
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Para desarrollar un método analitico apropiado, es necesario entender perfectamente el

comportamiento y estabilidad de la sustancia en los diferentes pH’s, para definir claramente las
condiciones de ensayo, en este caso para ambos métodos se eligié trabajar con HClI 0.1 N, debido a que a

pH de 1.2 predomina la especie no ionizada del acido acetilsalicilico, lo cual nos permitira cuantificar
Unicamente a esta especie.

Las variaciones en el pH provocan reacciones de los grupos funcionales, ocasionando modificaciones en
las caracteristicas acido base, degradacidon o hidrdlisis de las sustancias. En el caso del acido
acetilsalicilico, los porcentajes de recuperacion varian fuertemente de acuerdo al pH debido a que posee
mayor estabilidad a pH acidos y sufre una hidrdlisis mas rdpida en condiciones bdsicas. Los diagramas de
especies quimicas en funcidn del pH, son una herramienta muy util, porque nos predice en que pH la
especie de interés se encuentra en mayor proporcion para su cuantificacién.

El acido acetilsalicilico como su nombre lo indica es de naturaleza acida, por lo que a pH inferiores al
valor del pKa va a predominar la especie 4cida (no ionizada), a pH de 3.5 la predominancia sera de ambas
especies (50% c/u), y a pH superiores al pKa predomina la especie ionizada. Los cambios de pH pueden
ocasionar variaciones en el resultado analitico, debido a la formacién de otras especies quimicas, por lo
gue mediante el control de este factor, podrd manipularse la existencia de estas.

Efecto de los excipientes y del producto de degradacion del acido acetilsalicilico sobre el
comportamiento espectral.

Se identific6 vy caracterizo el espectro de absorcién del ASA solo y en presencia del producto de
degradacion para ello se realizd una solucion de ASA a 32ug/mL, otra de SAL a 1.4pg/mL y una mezcla

de ambas sustancias en las proporciones correspondientes y se leyeron en el espectrofotémetro en un
rango de 200-350nm.
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Figura 11. Comportamiento del espectro de absorcidn del acido

salicilico, acido acetilsalicilico y acido
salicilico con 4cido acetilsalicilico a un pH de 1.2.
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En la figura 10, se puede notar que los espectros del dcido salicilico y dcido acetilsalicilico coinciden en Ia
misma zona del espectro electromagnético, segun la ley de Beer, este traslape de espectros sugieren la
existencia de ambas sustancias cuando se encuentran presentes en la misma solucién.

Para ver el efecto de los excipientes se prepararon las siguientes soluciones; solucién estandar de acido
acetilsalicilico (32pg/mL), solucidn de excipientes (Helmcel, talco, almidén y almidén glicolato sédico),
solucién del producto innovador (32pg/mL) y una mezcla del estdndar de ASA con excipientes a una
concentracidon de 32ug/mL cada una en los tres medios de disolucién (pH 1.2, 4.5y 6.98).

3
25 —— Estandar ASA
o 2 —— Estdndar ASA+
% Excipientes
gl > Excipientes .
]
< 1
—— Innovador
0.5 (Aspirina)
0 Do ~
200 250 300 350

longitud de onda (A)

Figura 12. Grafico del comportamiento espectral del estandar de ASA, estdndar de ASA con excipientes,
excipientes y muestra del producto de referencia en HCI 0.1N.
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Figura 13. Espectros de absorcidon del estdndar de ASA, estdndar con excipientes, excipientes y producto
de referencia a pH de 4.5.
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Figura 14. Espectros de absorcién del estdndar de dacido acetilsalicilico, estdndar con excipientes,
excipientes y del producto innovador a pH 68.

Se realizaron dos curvas de calibracidn una con ASA en un medio de HCI 0.1N a una concentracién de 16,
24, 32, 40 y 48 pg/mL y la otra con ASA a las mismas concentraciones, acido salicilico a 1.4 pg/mL vy
excipientes en un medio de HCI 0.1N y se utilizé como blanco HCI 0.1N en ambos casos para determinar
la existencia de interferencias e interacciones.

3 -
y =0.0318x + 1.2392
25 - R%=0.995
&2
(&)
c
25 - + ASA+SAL +
) Excipientes
o)
<, .
y = 0.0385x + 0.0366 ASA

0.5 - R? = 0.9997

0 T T T T T 1

0 10 20 30 40 50 60

Concentracion

Figura 15. Curvas de calibracion de ASA y ASA con excipientes y acido salicilico a una longitud de onda de

229 nm utilizando como blanco HCI 0.1N.

En la figura 15 se muestra que no existe interaccién entre el ASA, los excipientes y el producto de
degradacion ya que las pendientes son iguales, sin embargo, el origen de las dos curvas no es el mismo
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por lo que existe interferencia analitica, ya que se puede observar que existe aditividad de las
absorbancias del acido salicilico y acido acetilsalicilico. Para comprobar si hay efecto de la matriz, se
realizd una prueba de hipétesis los resultados se muestran en la tabla 5.

Tabla 5. Resultados obtenidos de la prueba de hipétesis.

Calibracion de ASA

Calibracidn de ASA + excipientes +
acido salicilico

Suma de cuadrados

¥ (x;; — ¥)2=0.00010205

¥ (x;; — %)2=0.0001627

varianzas

S2=7.2895E-06

$2=1.1621E-05

1.59426444 < F,q, =2.489

F calculada

Varianza comin SZ, =5.5065E-10

-0.020248921<2.055529

tcalculndn

Por lo tanto se comprueba que:

HO: mqy=m,

Los resultados de las pruebas de hipdtesis sugieren que no existe efecto de la matriz sobre el
resultado analitico.

3
25 | .,
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.6 1 . 229 220
§ 15 % zxs eetf)ee, 234
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Figura 15. Comportamiento del espectro de absorcion de ASA en una solucion HCl 0.1N y longitudes
elegidas para el método de PLS, para evaluacion de perfiles de disolucién.

El rango del espectro de la absorcion que se eligio fue de 220-289 nm (ver figura 15), debido a que en
esta zona el ASA no presenta ningun tipo de interaccién con los componentes de la formulacién solo
interferencia con su producto de degradacidn, por lo que se consideré adecuado trabajar con una
regresion lineal multivariante (PLS o regresion parcial multivariante por minimos cuadrados parciales),
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debido que al leer la absorbancia a las diferentes longitudes de onda se puede eliminar la variabilidad e
incrementar la precision, contrario a lo que pasa a longitudes de onda menores a 218nm, donde la
respuesta de los excipientes interaccionan con la respuesta del analito, por lo que no seria adecuado
incluir estas longitudes de onda en el método.

En el método de PLS, se puede utilizar todo el espectro para predecir el resultado analitico, entre mayor
numero de longitudes el modelo explica mejor la relacion de la absorbancia con la concentracion. Sin
embargo, esto seria muy tardado por lo que se requiere optimizar el modelo. En la tabla siguiente, se
muestran las longitudes de onda propuestas inicialmente y las longitudes de onda que se utilizaron
finalmente en el trabajo propuesto, para esta eleccidn se fueron eliminando aquellas longitudes que no
provocaban ningln cambio en la linealidad de la curva de calibracién y aquellas que la disminuian.

Tabla 6. Longitudes de onda seleccionadas en cada etapa durante la optimizacion del modelo de
calibracion.
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Prueba de disolucion

En la farmacopea, se encuentra reportado el uso del aparato 2 para las pruebas de disolucion de tabletas
de ASA, sin embargo, en este trabajo se selecciond el aparato de celdas de flujo continuo (aparato 4
USP), por las ventajas que presenta al comparar al producto genérico frente al innovador,
proporcionando mayor informacién como ABC de 0 a Cmax, ABCde O a't, ty,, razén de ABC de 0 a Cmaxy

razon de ABC de 0 a t del producto de referencia y del innovador, datos que son mas estrictos que el
factor de similitud (f,), lo que permite acercarnos mds a una prueba de bioequivalencia.

Figura 16. Pruebas de disolucién realizadas en tabletas de ASA de un producto de referencia (A) y
producto de prueba (B) para determinar las condiciones éptimas.
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Con base a las caracteristicas fisicoquimicas del principio activo se determinaron las primeras
condiciones de prueba. En la figura 16, se muestra al producto de prueba y de referencia sometidos a la
prueba de disolucién en el aparato 4 USP, utilizando una solucién de HClI 0.1N como medio de disolucion,
en tal caso se observéd un comportamiento similar de ambas tabletas. En este medio de disolucién se
pudieron obtener muestras con mayor proporciéon del analito en su forma no ionizada, y por tanto la
disolucién fue mas lenta, lo que permitid caracterizar mejor el perfil de disolucién en el aparato 4, por
tales motivos este fue el medio de eleccién a una temperatura de 37°C como marca la USP.

Se descartaron el buffer de fosfatos y de acetatos como medios de disolucidn, ya que las tabletas al ser
de liberacién inmediata y el ASA muy soluble en estos medios, no se logré una adecuada caracterizacion
de los perfiles de disolucién en estos medios, ademas de que en el medio de fosfatos la hidrolisis de la
aspirina es mucho mas rdpida y el tiempo de muestreo es largo lo que impediria una cuantificacion
inadecuada.

Se utilizaron 3 g de perlas en cada celda, usar mas de esta cantidad implica una disolucién mas lenta y
menos incrementa tal disoluciéon por la turbulencia que se genera.

En las pruebas preliminares el producto de referencia (Aspirina) mostré un G4, al minuto 14 por lo que
se realizaron muestreos a los siguientes tiempo; 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 30, 40, 50, 70, 90, 120, y
150 min, a este ultimo tiempo de la prueba se puede asegurar que mas del 85% del principio activo se ha
disuelto.

Se analiz6 el perfil de disolucion a 12 tabletas de cada lote del producto de referencia (de un total de 3
lotes de Aspirina) y 12 tabletas de un lote del producto de prueba como marca la NOM 177 SSA1-1997.
En la curva de calibracién se trabajé con 6 niveles de concentracién de ASA en un rango de
concentracion que va de los 4-64 pug/mL de ASA y 3 niveles de acido acetilsalicilico que va del 1-3% (0.4,
0.9y 1.4 ug/mL), que es el limite permitido en tabletas de ASA por farmacopea.
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Figura 17. Grafico para la obtencion de los factores éptimos para el modelo de calibracion utilizando el
programa Gen Ex, en este caso se observa que el numero de variables mas adecuado es 5.
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Se eligié el numero de factores dptimos para la curva de calibracidn con el mejor poder predictivo y con
pardmetros de regresién aceptables. Hay que tomar en cuenta que mientras mayor sea el nimero de
factores éptimos, la linealidad de la curva serd mejor, sin embargo el poder predictivo se verd afectado,
por lo debe ser elegido adecuadamente, en este caso el nimero de variables latentes o factores éptimos
esta entre 4 y 6, el cual cambia de acuerdo a las condiciones de ensayo de dia a dia, pero que en general

en la mayoria de los ensayos se mantiene constante en 5.

Tabla 7. Recapitulacidn de condiciones iniciales y finales para el método de perfiles de disolucion.
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6.2. VALIDACION DEL METODO PARA PERFILES DE DISOLUCION

La validacion nos va a asegurar la capacidad del método para obtener resultados confiables.

Para la validacién del método, para evaluar los perfiles de disolucidon nos basamos principalmente en la
NOM-177-SSA1- 1998 y Guia de Validacidn del Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos.

6.2.1. VALIDACION DEL SISTEMA

6.2.1.2. LINEALIDAD DEL SISTEMA

Tabla 8. Concentraciones tedricas de ASA vy

) ) ) o ) acido salicilico en los sistemas de la curva de
La linealidad del sistema se determind a partir de la

calibracion.
preparacion de una curva de calibracidn con 6 niveles de
concentraciéon de ASA a un intervalo de 4-64 pg/mL vy S — ASA Ac. Salicilico
cada nivel de ASA con 3 niveles de concentracidn de acido (ng/mL) (ng/mL)
salicilico, a partir de una solucidn stock de 201.52 pg/mL S1 0.4
de acido acetilsalicilico y otra de 24.09 pg/mL de acido S2 4 0.9
salicilico en HCI 0.1N (ver tabla 7). $3 1.4
_ . . . S4 0.4
El procedimiento anterior se realizé por triplicado y los
datos obtenidos, se sometieron a un analisis de regresidn S5 16 0.9
por MCP. S6 1.4
S7 0.4
La incorporacidon del dacido salicilico en la curva de S8 24 0.9
calibracién, se realiza solo con la finalidad de mejorar el
poder de prediccién de la calibracion por el método de e 1.4
MCP, ya que como se ha mencionado Unicamente nos S10 0.4
interesa determinar la concentracién de ASA en las S11 32 0.9
muestras, cabe recalcar que el dcido salicilico se S12 1.4
encuentra presente en cantidades muy pequefias por lo 13 04
que la calibracién solo nos permite una estimacion
grosera de esta sustancia por este método. s14 40 0.9
S15 14
La evaluacién del criterio de linealidad del sistema, nos S16 0.4
va a demostrar si el modelo es homogéneo, es decir, si 517 64 0.9
realmente la respuesta analitica es directamente 518 14

proporcional a la concentracién en el modelo de
calibracion.
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Tabla 9. Resultados estadisticos de
linealidad del sistema para el método de
perfiles de disolucidén.

Parametros de evaluacion

La regresidn lineal nos va a predecir la relaciéon existente
entre las dos variables estudiadas, en este caso se evalua la

concordancia entre el cambio de la respuesta cuando se da
un cambio en la concentracion adicionada del analito en el

X 0.9972 intervalo de concentraciones que se trabaja.
S 0.01553 La ordenada al origen y la pendiente estdn asociadas a la
variabilidad de los datos obtenidos, es decir, nos habla de
C.v. 1.55787 cuanto se acercan los valores de la concentracidén
adicionada de la concentracién recuperada. Otro
by 0.00212 parametro de regresion es la desviacién estdndar misma
que se relaciona a los errores analiticos, un incrementos de
M 0.99993 Sxy Produce cambios en la pendiente y en la interseccion.
r 0.9999 En el andlisis de regresién obtenido con el programa
ISHEJA MPC (ver tabla 8), se muestra que los parametros
r? 0.9999

evaluados se encuentran dentro de los limites de
aceptacién con un coeficiente de variacién menor al 2 y

una desviacién estandar de 0.0034, una pendiente cercana a 1 y un intercepto cercano a cero, por lo
tanto se ha demostrado que el modelo es lineal y explica que el 99% de la respuesta analitica esta dada
por los cambios de la concentracidn de acido acetilsalicilico.

ope=1.00 [ntercept=0.00 r=1.0000 ™2=0.9939

MSEC = 01082
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Figura 18. Grafico del modelo de calibraciéon obtenido a partir de la evaluacién del sistema con ayuda

del software Gen EX.

En el grafico 18, se muestra el modelo de la calibracidn explicado por el software Gen Ex y los
parametros de regresién correspondientes a; pendiente=1, intercepto=0, r=1, 72=0.9999 y un error

estandar= 0.1082.
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6.2.1.3. PRECISION Y EXACTITUD DEL SISTEMA

Para determinar la precisién y la exactitud del sistema se prepararon 3 concentraciones por sextuplicado
de ASA por dilucion (24.096, 32.128 y 40.096 ug/mL) y proporciones al 3, 2 y 1% de acido salicilico
respectivamente, determinandose de esta manera los pardmetros de evaluacidon correspondientes
(promedio, desviacién estandar y coeficiente de variacion).

Tabla 10. Resultados del porcentaje de recuperacidn de ASA para precision y exactitud del sistema para
el método para perfiles de disolucién predichos con el software Gen Ex y Pardmetros obtenidos con
ayuda de Excel.

adicig}'\ada C. recuperada Y Parémetrgs de

(ug/mL) (ng/mL) evaluacion
igﬁggi 181:?:33 £  101.3092
40.6338 101.1799

4016 40.7087 1013663 | ° 0.1947
40.7360 101.4343
405757 1010353 v 019
22?238 181?3;3 ¥ 1012529
32.6046 101.4835

32128 32.5425 101.2904 s 0.1450
32.4716 101.0695
32.5042 101172 &Y 01432
;3:3222 igi:igjﬁ £ 1014836
24.4477 101.4599

24096 24.4255 101.3677 3 0.1180
24.4221 101.3534
24.4980 1016683 v 0116z

En la tabla 9, se muestran los parametros estadisticos referentes a la evaluacion de la precisién y
exactitud del sistema, que en cuyo caso muestran que el sistema es preciso, ya que el coeficiente de
variaciéon es menor al 2% y exacto, debido a que el promedio de los porcentajes de recuperacién
calculados en cada uno de los niveles evaluados, se encuentra dentro de un rango de aceptacion del 97-
103%, por tanto se excluyen los errores sistematicos al obtener porcentajes de recuperacion del analito
muy cercanos al 100%.
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6.2.2. VALIDACION DEL METODO

6.2.2.1. VALIDACION DEL METODO PARA EL PRODUCTO DE PRUEBA

6.2.2.1.1. LINEALIDAD DEL METODO

Para la linealidad del método, se prepararon 6 concentraciones de ASA (12, 20, 30, 40, 50 y 80ug/mL) por
triplicado, a partir de una solucién stock de una concentracidon de 200 pg/mL, llevando a la marca de
aforo con una solucién placebo.

Tabla 11. Resultados de la validacién de la linealidad del método para perfiles de disolucién del producto
de prueba.

Adiccci):r::éda Conc. A AU REEEE Parémetrc?s estadisticos
Recuperada (mg) Estimados

(mg)
12.66 12.9755 102.4923 X 100.6413
12.15 12.0357 99.05937 s 0.9849
12.04 11.8072 98.06664 C.v. 0.9786
20.18 20.4610 101.3925 r 0.9999
20.25 20.3666 100.5762 r? 0.9999
20.29 20.4798 100.9355 m 1.0051
30.31 30.7157 101.3386 b 0.0665
30.38 30.3751 99.9838 IC(BO) -0.1702 - 0.3033
30.27 30.6029 101.1000 IC(B1) 0.9998 — 1.0104
40.51 40.5048 99.9873
40.35 40.5670 100.5378 Criterios de aceptacion
40.13 40.6968 101.4124
50.34 50.8304 100.9743 R 0.99
50.38 50.9620 101.1554 r2 0.98
50.43 51.0726 101.2744 C.V. 2%
80.47 80.6153 100.1806 IC(Bo) Incluir cero
80.05 80.6674 100.7713 IC(B1) Incluir la unidad
80.22 80.4651 100.3055

El 72 mide el grado de relacién entre la cantidad de ASA adicionada y la cantidad de ASA recuperada. En
la tabla 10 y figura 19, se presentan los resutados de la regresidn, estos resutados denotan la capacidad
que tiene el método para obtener resultados que estén directamente relaciénados con la concentracion,
con un coeficiente de correlacion de 0.999 , una desviacion estandar de 0.9849 y un coeficiente de
variacién de 0.9786.
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Figura 19. Grafico de concentracidn adicionada contra concentracidn estimada de acido acetilsalicilico
para evaluar la linealidad del método para perfiles de disolucion en el producto de prueba.

Por otra parte, es importante mencionar que aunque el intercepto es diferente de 0, el intervalo de
confianza calculado (con 95% de confianza) si incluye al 0, del mismo modo el intervalo de confianza
relacionado con la pendiente incluye a la unidad, por lo que todos los parametros entran dentro de los
criterios de aceptacion preestablecidos, demostrando la proporcionalidad entre la concentracion
adicionada y la concentacidon recuperada( ver tabla 11).

Tabla 12. Andlisis de variancia para evaluacién de la linealidad del método para perfiles de disoluciéon del
producto de referencia e intervalos para el intercepto y la pendiente.

ANALISIS DE VARIANCIA
Grados de Suma de cuadrados Promedio de los F Valor critico de F
libertad cuadrados
Regresion 1 9013.1175 9013.1175 163038.479  1.6882E-33
Residuos 16 0.8845 0.05528
Total 17 9014.0020

Coeficientes  Error tipico  Estadisticot  Probabilidad Inferior 95%  Superior 95%
Intercepcion 0.0665 0.1117 0.5959 0.5595 -0.1702 0.3033
Variable X1 1.0051 0.0024 403.7802 1.6882E-33 0.9998 1.0104
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Figura 20. Grafico de residuales para la linealidad del método.

Los residuales son el grado de dispersién de los datos alrededor de la linea recta. En la gréfica de analisis
de residuales (figura 20), se observa que estos son homocedasticos, ya que existe una varianza constante
de los residuos alrededor del cero y no varian en los diferentes niveles de concentracién, por tanto se
puede decir que hay una relacién lineal entre la concentracion adicionada y la concentracién recuperada.
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6.2.2.1.2. PRECISION Y EXACTITUD DEL METODO

Se prepararon 3 concentraciones de ASA por sextuplicado (120, 100 y 80%) a partir de pesadas
independientes del estandar, tomando el mismo volumen de las soluciones estandar y se llevé a la marca
de aforo con una solucién placebo.

Tabla 13. Resultados de precisién y exactitud del método para perfiles de disolucién de producto de
prueba.

% Cantidad Cantidad recuperada % Parametros
adicionada (mg) (mg) Recuperado estadisticos
30.31 30.37 100.214 X 100.0358
30.38 30.602 100.734 S 0.0876
120 30.27 30.305 100.118 C.V. 0.0876
30.13 30.425 100.981
30.06 30.206 100.488
30.14 30.632 101.634
40.47 40.690 100.544 X 100.5751
40.09 40.713 101.555 S 0.5298
100 40.33 40.696 100.909 C.V. 0.5268
40.21 40.759 101.366
40.45 40.704 100.630
40.06 40.567 101.265
50.34 50.830 100.974 X 100.6479
50.45 50.935 100.962 S 0.7403
80 50.11 50.925 101.627 C.V. 0.7355
50.38 51.033 101.297
50.02 51.136 102.232
50.16 50.962 101.599

En la tabla 12, se aprecia que existe concordancia entre los resultados analiticos obtenidos, ya que posee
variabilidades aceptables con un coeficiente de variacion menor al 2%, por lo tanto el método es preciso
y exacto por que la proporcidn recuperada del analito en cada nivel cae dentro de un intervalo de 97-
103%, esto significa que el método es capaz de cuantificar adecuadamente la cantidad de ASA presente
en la muestra.
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6.2.2.2 VALIDACION DEL METODO PARA EL PRODUCTO DE REFERENCIA (ASPIRINA).
6.2.2.2.1. LINEALIDAD DEL METODO

Para la evaluacion de la linealidad del método para perfiles de disolucién del producto innovador, se
disolvieron tabletas a 5 diferentes tiempos en el aparato 2 USP en HCL 0.1IN (2, 3, 4, 5 y 6 min),
inmediatamente se realizé la lectura de absorbancias a las diferentes longitudes de onda para predecir
la concentracidn de cada solucién, para posteriormente preparar sistemas de 25 mL por triplicado de
cada solucién tomando 5 mL de estas y se le adicionan 2 mL de una solucién estdndar de ASA de
concentracion de 201.72 pg/mL, para finalmente llevar a la marca de aforo con el medio de disolucion,
guedando en cada sistema una concentracién del estandar de 16.096 pug/mL.

Tabla 14. Resultados de la curva de adiciones patrdn para la evaluacién de la linealidad del método para
perfiles de disolucion del producto innovador (Aspirina).

Concentracion ., .,
Concentracio Concentracion

Tiempo  adicionada del . Parametros estadisticos
. . n adicionada Recuperada
(min) estandar )
Qi (ng/m) (ng/m

23.5088 39.5554 T 0.9958

2 23.5088 39.2639 r? 0.9916
23.5088 39.3757 C.V. 0.6289
19.3196 34.2600 m 0.9909

3 19.3196 34.4565 bo 15.773
19.3196 34.1872 IC(Bo) | -
15.3547 31.2281 IC(B1) 0.9363-1.0454

4 16.0096 15.3547 31.1098 % recuperacion 99.4320
15.3547 30.6181 Criterios de aceptacién
14.5407 30.4535 r 0.99

5 14.5407 30.2241 r? 0.98
14.5407 30.7391 C.v. 2%
11.4141 26.9574 IC(Bo) @ e

6 11.4141 27.2146 IC(B1) Incluir la unidad
11.4141 27.0842

b 15.7739345
y=mx+b ; —=x =m=15.9186ug/mL
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La concentracidén del estandar en el sistema fue de 16.0096ug/mL y la concentracidn recuperada de
15.9186 pg/mL, por lo que el porcentaje de recuperacidén fue del 99.43%, quedando este porcentaje
dentro de los criterios establecidos (ver tabla 13).

N N w w H £
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Figura 21. Grafica de linealidad del método para perfiles de disolucidn del producto de referencia.

Los resultados obtenidos en la linealidad del método para el producto de referencia, nos confirman la
capacidad que tiene el mismo para obtener datos directamente proporcionales a la concentracion del
analito que se esta determinando, al predecir un porcentaje de recuperacion del estandar 99.43%, con
un coeficiente de correlacion de 0.9958 (ver figura 21).

1 -
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Figura 22. Analisis de residuales para linealidad del método para el producto de referencia.
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En la figura 22 se muestra que los residuales son homocedasticos, lo que significa que la variacion de los residuos es
constante en el rango de todos los valores de los pronosticados, por lo que las varianzas de los residuos y
prondsticos se consideran iguales.

Tabla 15. Analisis de variancia para la linealidad del método del producto de referencia.

ANALISIS DE VARIANCIA

Grados de Suma de Promedio de los £ Valor critico de F
libertad cuadrados cuadrados
Regresion 1 257.906183 257.906183
Residuos 13 2.17574106 0.1673647 1540.9831 6.8302E-15
Total 14 260.081925

Inferior Superior
95% 95%

Intercepcion  15.7739345 0.43770979 36.0374267 2.0569E-14 | 14.82832 16.719549
Variable X 1 0.99090796 @ 0.02524262 39.2553586 6.8302E-15 | 0.9363746 1.0454413

Coeficientes  Error tipico Estadistico t Probabilidad

Este caso se utilizé el método de adiciones patrdn para determinar la linealidad del método, basandonos
en la falta del conocimiento de los componentes de la formulacién del producto de referencia, por lo que
se esperaba que en el intervalo de confianza del intercepto no incluyera el valor de cero, pero si el valor
de concentracion del estandar adicionado (16 pg/mL), el cual entra perfectamente en este intervalo de
confianza como se muestra en la tabla 14.

Por otra parte, también se observa que el intervalo de confianza para la pendiente si incluye a la unidad,
quedando este criterio dentro de las especificaciones establecidas.
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6.2.2.2.2 PRECISION Y EXACTITUD

Para la precision y la exactitud se disolvieron 3 tabletas a tres tiempos (2 min, 4 min y 6 min), y se
prepararon 6 sistemas por cada nivel de concentracion tomando 5 mL de la muestra y 2 mL de la
solucion estandar (ver tabla 15).

Tabla 16. Resultados estadisticos de la precisidn y exactitud del método.

C. Estandar

Tiempo .. C. Adicionada C. Recuperad Resultados de
(min) LI (ug/mL) (ng/mL) regresion
(ng/mL)
23.5088 39.5039 X 39.4219926
23.5088 39.3757 S 0.10617871
6 23.5088 39.4648 C.V. 0.26933876
23.5088 39.2639
23.5088 39.5554
23.5088 39.3681
15.3547 31.2281 X 30.9315744
15.3547 31.1098 S 0.23058398
15.3547 30.6181 C.V. 0.74546474
4 16.0096 15.3547 31.0191
15.3547 30.7391
15.3547 30.8749
11.4141 26.9574 X 27.047111
11.4141 27.2146 S 0.13248017
5 11.4141 27.0842 C.V. 0.48981263
11.4141 26.8398
11.4141 27.1324
11.4141 27.0539

En los resultados obtenidos (tabla 15), se muestra que existe diferencia numeérica entre las
determinaciones de los diferentes niveles de concentracién y su valor verdadero es decir, el método no
es exacto para el producto de referencia con un porcentaje de recuperacidon de 96.005% , asi mismo
también nos habla de que proporciona una prediccidn precisa de los datos al haber concordancia de los
resultados a los diferentes proporciones de concentracién que se han determinado repetidamente a las
mismas condiciones de andlisis, por lo tanto el método es preciso pero no exacto.

6.2.3. ESTABILIDAD

Se realizé un estudio de estabilidad para comprobar la integridad del analito durante el tiempo de
ensayo, para lo cual se prepararon 3 concentraciones de 24, 32 y 40 ug/mL de 4cido acetilsalicilico por
sextuplicado y se leyeron en el espectrofotémetro a 5 diferentes tiempos (0, 2, 3, 4y 6 h).
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Tabla 17. Tabla general de estabilidad con resultados a los 5 tiempos.

c Tiempo (h)
ol Pardmetros 0 2 3 4 5
evaluados
X 101.7599 101.1571 101.2001 96.00226 95.7026
24 s 0.5309 0.5383 0.9094 0.42256 0.6148
C.v. 0.5217 0.5321 0.8987 0.44016 0.6425
X 101.1210 100.7166 99.3494 96.27838 94.9294
32 s 0.5235 0.5579 0.5412 0.96883 0.7517
C.v. 0.5177 0.5539 0.5447 1.00628 0.7919
X 101.1997 100.3302 99.1547 93.35137 94.1894
40 s 0.4774 0.2791 0.3066 1.08666 1.3210
C.V. 0.4718 0.2781 0.3092 1.16406 1.4025

En la tabla 16, se puede apreciar que el porcentaje de recuperacion del analito problema no cambia
significativamente en las 3 primeras horas, sin embargo a tiempos posteriores la concentracion de ASA
va disminuyendo debido a la hidrolisis gradual que esta sufre, en cuanto al C.V. no supera el 2% en
ninguno de los tiempos de lectura, pero se demuestra que el resultado analitico se ve afectado en un

periodo mayor 3 horas al obtenerse porcentajes de recuperacion menores al 98%.

Tabla 18. Medias aritméticas (Y) del porcentaje recuperado a todos los tiempos para las tres

concentraciones.

Concentracion  Tiempo

0 2 3 4
(ug/mL) (h)
24 Y, 101.7599 Y, 101.1571 Y, 101.2001 Y, 96.00226 Y,
32 media 1011210 v, 1007166 Y, 99.3494 Y, 96.27838 Y,
aritmetica
40 Y, 101.1997 Y, 1003302 Y, 99.1547 Y, 93.35137 Y,

Tabla 19. Diferencia de las medias aritméticas a los diferentes tiempos con respecto al tiempo 0.

tiempo(h) 2 3 4 5
0.6028 0.5598 5.75764 6.0573
|d0-dn| 0.4044 1.7716 4.84262 6.1916
0.8695 2.045 7.84833 7.0103

5

95.7026
94.9294
94.1894

Teniendo en cuenta los resultados anteriores (tabla 17 y 18), podemos decir que se disponen de 3 horas
para realizar el ensayo y leer muestras, para que los resultados no se vean afectados por la hidrdlisis del
acido acetilsalicilico, por lo tanto este tiempo es vdlido para obtener resultados satisfactorios, ya que la

diferencia de las medias aritméticas es mayor al 3% después de este tiempo.
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6.2.4. EESPECIFICIDAD

La especificidad es una prueba que debe de realizarse preferentemente al inicio de la validacion, puesto
qgue nos va a corroborar que el método desarrollado es adecuado para los objetivos propuestos. En este
caso para verificar la especificidad del método se prepararon 5 niveles de concentracidon de ASA y se le
adicionaron cantidades conocidas de los excipientes y productos de degradacion. También se realizé una
curva de calibracidn que nos permitiera la prediccién de estas concentraciones y comparar pendientes
(m), para identificar la existencia de interferencias e interacciones.

Tabla 19. Resultados de regresion del porcentaje recuperado en funcién del porcentaje adicionado, para
curva de calibracidn de ASA para determinar especificidad y parametros de regresion.

Curva de ASA

Siatemas C. Recuperada C. Adicionada % Parameros de regresion
ASA (mg) (mg) Recuperado

1 10.1390 10.0700 100.6850 b 0.2495
2 10.1180 10.0700 100.4762 m 0.9935
3 10.1760 10.0700 101.0521 r 0.9999
4 14.7426 14.6200 100.8383 r2 0.9998
5 14.9426 14.6200 102.2069 S 0.6534
6 14.8807 14.6200 101.7835 X 100.7640
7 19.7052 19.5200 100.9487 C.V. 0.6484
8 19.6953 19.5200 100.8978
9 19.7689 19.5200 101.2749
10 24.4563 24.3400 100.4778
11 24.4728 24.3400 100.5456
12 24.4641 24.3400 100.5099
13 29.0664 29.0900 99.9188
14 29.0267 29.0900 99.7822
15 29.1082 29.0900 100.0624

Tabla 20. . Analisis de variancia para curva de ASA sin excipientesy sin producto de degradacidn.

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 675.537 1 675.537 68252.20 0.0000
Residuo 0.12867 13 0.00989766

Total (Corr.) 675.666 14

El analisis de variancia (tabla 19) realizado a la curva de calibracién que contiene unicamente ASA,
muestra que existe una relacién lineal entre la concentracion predecida y la concentracién adicionada
con un valor de P- Value menor a 0.05 y un nivel de confianza del 95%
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Tabla 21. Tabla con concentraciones y parametros de regresién de la curva de ASA, con producto de
degradacion y excipientes.

Curva de ASA + SAL + Excipientes

Sistemas (S:alcljzlﬁi) Sl SLlE parametros de regresion
adicionada ASA (mg) (mg) recuperado
1 0.4872 9.9435 10.0700 98.7444 b 0.1626
2 0.4872 9.9965 10.0700 99.2701 m 0.9901
3 0.4872 9.9157 10.0700 98.4685 r 0.9997
4 0.9744 14.8345 14.6200 101.4674 r2 0.9994
5 0.9744 14.7717 14.6200 101.0381 S 0.9518
6 0.9744 14.8112 19.5200 100.0559 X 99.8369
7 1.4616 19.5309 19.5200 100.7898 C.v. 0.9534
8 1.4616 19.6741 19.5200 100.4234
9 1.9488 19.6026 24.3400 99.9794
10 1.9488 24.5373 24.3400 100.8108
11 2.9232 24.3372 24.3400 99.9888
12 2.9232 24.3164 24.3400 99.9031
13 2.9232 28.7633 29.0900 98.8772
14 2.9232 28.8263 29.0900 99.0938
15 2.9232 28.6953 29.0900 98.6433
35.0000
30.0000
_ 25.0000
=
s 20.0000
©
'g 15.0000
5 - ASA+ Ac. Salicilico +
10.0000 excipientes
5.0000
0.0000

0.0000 5.0000 10.000015.000020.000025.000030.000035.0000
C. Adicionada (mg)

Figura 23. Grafico de las dos curvas de calibracién.
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Tabla 22. Analisis de variancia de curva de calibracidn de ASA con excipientes y acido salicilico.
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 668.515 1 668.515 19266.32 0.0000
Residuo 0.451082 13 0.0346986
Total (Corr.) 668.966 14

Hay que tener muy en cuenta que los excipientes u otras sustancias presentes en la muestra pueden
afectar a la respuesta analitica, dando lecturas mas altas o mas bajas, la magnitud del efecto depende en
gran medida de la concentraciéon, no obstante, esta no necesariamente es proporcional.

En la tabla 21 se puede observar que existe una relacién directamente proporcional de la concentracién
recuperada con la concentracion adicionada de ASA aun cuando se encuentran presentes los excipientes
y el producto de degradacién ya que se obtuvo un P- value inferior a 0.05.

En este trabajo nos propusimos exponer la presencia de sustancias que causen problemas de interaccién
o interferencia de la respuesta analitica, para ello se adicioné una cantidad conocida de los excipientes y
productos de degradacién del acido acetilsalicilico a diferentes concentraciones y se evalué el efecto
sobre la respuesta del analito. Un estudio previo ya nos habia demostrado la existencia de interferencia
analitica ocasionada por el acido salicilico, en este caso, el método es capaz de predecir la concentracion
de ASA sin que otro componente de la formulacién o el producto de degradacién puedan ejercer alguna
influencia y por tanto favorecen a la exactitud del método, cabe recordar que el método de MCP por si
mismo es capaz de eliminar las interferencias analiticas, pero no las interacciones.

La especificidad del método se puede corroborar con los datos de la figura 23 y tablas 19 y 21, donde se
demuestra que se obtuvieron pendientes muy cercanas en ambas calibraciones (calibraciones paralelas
con m=0.9935 y 0.9901), lo que significa que no hay interaccidon entre la respuesta analitica de los
componentes de la formulacién y el acido acetilsalicilico, por otra parte se obtuvieron intercepto muy
cercanos lo que demuestra que el método controld las interferencias analiticas.

Para comprobar lo anterior, se realizdé una prueba de hipdtesis donde:

HO: m =m,
Hl: mq +* m,

Tabla 23. Resultados de la prueba de hipdtesis para comparar las pendientes de ambas curvas.

Calibracion de ASA Calibracidn de ASA + excipientes +
acido salicilico
Suma de cuadrados | X(x;; — ¥)2=0.02934141 ¥ (x;; — %)?=0.05851958
varianzas $%=0.00209582 $%=0.00417373
E— 1.99145885 < F,q, =2.489
Varianza comun SZp = 0.00313477
tcaleulada 0.1516233 <2.055529
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Por tanto:
HO: m1 = mz

Por lo que se acepta la hipdtesis nula, es decir se ha comprobado que los valores de las pendientes son
iguales.

6.2.5. PRECISION INTERMEDIA

Se prepard una concentracidon al 100% por sextuplicado de ASA, por pesadas independientes en dias
diferentes y por analistas diferentes.

Tabla 24. Porcentaje de recuperacion de ASA por diferentes analistas en diferentes dias.

% Recuperado

Dia Analista 1 Analista 2
102.7089 100.3900
101.7988 101.2860
q 101.4309 100.0302
100.9898 101.9497
100.7725 101.8333
101.9779 99.2579
101.3706 100.3403
99.7504 100.7466
> 98.8628 101.3667
101.2691 100.5121
100.8245 101.7924
100.1418 101.9928

Tabla 25. Analisis de Variancia para el porcentaje recuperado de ASA con respecto al dia y analista.

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Analista 0.00666845 1 0.00666845 0.00 0.9634
Dia*(Analista) 4.97182 2 2.48591 3.23 0.0607
Residuo 15.3759 20 0.768796
Total (corregido) 20.3544 23

El analisis estadistico (tabla 23) hace una relacién entre el porcentaje recuperado y las variables dia y
analista, en este caso la P value tiene un valor mayor a 0.05 para el efecto del analista con un P=0.9634, y
un P=0.0607 para analista anidado en el dia, por lo que se demuestra que no existe ningun efecto del
analista y dia sobre el porcentaje recuperado de ASA con un nivel de confianza del 95%.
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Figura 24. Analisis de medias para el porcentaje recuperado en funcién del analista.

El analisis de medias (Figura 24), demuestra que no existe diferencia significativa por el porcentaje

recuperado entre analistas con un nivel de confianza del 95%.
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6.2.6. SENSITIVIDAD

Se prepararon 3 niveles de concentraciones principales de ASA, y un nivel por arriba y otro por abajo con
una diferencia de 1 pg/mL, es decir concentraciones de 15, 16, 17, 19, 20, 21, 23, 24 y 25 ug/mL.

Tabla 26. Resultados de concentracién estimada y promedios de las mismas en la evaluacién de la
sensitividad del método.

Nivel de c. (ug/mL) C. Estimada (mg) C. Adicionada (mg) X

19.2529 19

15 19.4026 19 19.3419
19.3702 19
20.2509 20.12

16 20.2704 20.12 20.2486
20.2247 20.12
21.6307 21.46

17 21.6489 21.46 21.46
21.7927 21.46
24.3653 24.17

19 24.5653 24.17 24.17
24.4130 24.17
25.2856 25.26

20 25.4339 25.26 25.26
25.3081 25.26
26.7438 26.37

21 26.7071 26.37 26.37
26.8713 26.37
29.5550 29.25

23 29.6259 29.25 29.5791
29.5565 29.25
30.4084 30.12

24 30.5247 30.12 30.5033
30.5768 30.12
31.6666 31.23

25 31.7162 31.23 31.4642
31.0098 31.23

Tabla 27. Analisis de ANADEVA para la concentracion estimada por la concentracion adicionada.

Fuente Suma de Cuadrados Gl  Cuadrado Medio Valor de DMS
Entre grupos 480.02 8 60.0025 0.2581
Intra grupos 0.40776 18 0.0226
Total (Corr.) 480.428 26
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Tabla 28. Diferencia de medias de la concentracidn recuperada a los diferentes niveles.

+r 2 3 4 5 6 7 & 9
.- 19.3419 202487  21.46 2417 2526 2637  29.5792 30.5033 31.4642
P 193419  JOOOOMN 0.9067  2.1181  4.8281 59181 7.0281  10.2372 11.1614 12.1223
27 20.2487 -0.9067 [JOWOOOMM 1.2113  3.9213 50113 6.1213  9.3305  10.2546 11.2155
3 2146 21181 -1.2113  [JONGGGOMM 2.7100 3.8000 4.9100 8.1192  9.0433  10.0042
[ 217 -4.8281  -3.9213  -2.7100 [OMOOOOM 1.0900 2.2000 5.4092  6.3333  7.2942
[5 2526 59181  -5.0113  -3.8000  -1.0900 JOMGOOM 1.1100 4.3192 52433  6.2042
e 2637 -7.0281  -6.1213  -49100  -2.2000 -1.1100 [OMOGOOM 3.2092  4.1333  5.0942
770 295792 -10.2372  -9.3305  -8.1192  -5.4092 -4.3192 -3.2092 [ONOGOOMN 0.9241  1.8850
8 305033 -11.1614  -10.2546 -9.0433  -6.3333  -5.2433 -4.1333 -0.9241 [J0I0000M 0.9609
[ 31.4642 -12.1223  -11.2155  -10.0042  -7.2942 -6.2042 -5.0942 -1.8850 -0.9609 [ONOGOONN

Como podemos observar en la tabla 26, no existen valores menores al DMS =0.2581 (ver tabla 22 y 23)
por lo tanto indica que existe diferencia significativa entre cada media de cada uno de los niveles de
concentraciéon evaluados, lo que significa que el método es capaz de distinguir diferencias de
concentracion de hasta 1 pg/mL.

6.2.7. LIMITE DE DETECCION Y LIMITE DE CUANTIFICACION

El limite de cuantificacion y deteccion del método para acido acetilsalicilico se determind por
extrapolacion a partir de la curva obtenida para la linealidad del método, mediante las ecuaciones:

LD =3.3+ (Sy/x/m> = 3.3« (Sy/x/m) = 0.7507

LC = 10 * (SY/"/m) =10+ (SY/"/m) =2.2751

Tabla 29. Resultados de la estimacion de LD y LC para el método de perfiles de disolucion.

Limites Resultado (pg/mL)
LD 0.7507
LC 2.2751

La concentracidn mas baja que puede detectarse con el instrumento con un cierto nivel de confianza por
el modelo es de 0.75079ug/mL, sin embargo no puede cuantificarse, ya que la concentracion mas baja
gue puede determinarse con precision y exactitud es de 2.275 pug/mL, lo que demuestra que el método
es factible para su uso a las concentraciones y condiciones planteadas para el mismo (ver tabla 27).
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6.2.8. ROBUSTEZ

Se determind la robustez del método preparando sistemas con 100% de ASA por triplicado con una
solucidn placebo a 3 pH diferentes (1.6, 1.2y 0.9).

Tabla 30. Resultados de medias aritméticas del porcentaje recuperado a los diferentes pHy |y0-y1].

pH % recuperado media aritmética Yi | di
100.0359

1.6 99.5038 Y 99.3174 0.0524
98.4123
99.7616

1.2 98.9880 Yo 99.2649 @ e
99.0452

102.7346
0.9 102.8890 Y; 102.5006 3.2356
101.8782

Tabla 31. Resultados de ANADEVA para el porcentaje recuperado a los tres diferentes pH.

Fuente Suma de Cuadrados Gl  Cuadrado Medio Razoén-F Valor-P
Entre grupos 20.6056 2 10.3028
Intra grupos 2.33485 6 0.389142 26.48 0.0011
Total (Corr.) 22.9404 8

Medias y 95.0% de Fisher LSD

104

103

102

101

% Recuperado

100

It

0.9 12 16
pH

99

98

Figura 25. Analisis de medias para porcentaje recuperado en los tres diferentes pH (1.6, 1.2 y 0.9), con un
95% de confianza.

En el ANADEVA (ver tabla 29), se demuestra que existe una diferencia estadisticamente significativa
entre el nivel de pH de 0.9 con respecto a los otros niveles (pH 1.2 y 1.6), con un 95% de confianza, con
un valor- P menor a 0.05, por tanto el método no cumple con el criterio de robustez. Por otro lado en la
tabla 28 se muestra la diferencia de medias aritméticas y demuestra que en el pH 0.9 existe una
variacion mayor al 3%, por lo que queda corroborada la diferencia entre los resultados variando el pH
(figura 25).
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6.2.9. TOLERANCIA

Para determinar la tolerancia del método, se prepard una concentracion al 100% por triplicado y por
pesadas independientes, las cuales se leyeron en dos equipos diferentes.

Tabla 32. Resultados de porcentaje de recuperacion en 2 diferentes equipo.

Equipo % Recuperado Criterios de aceptacion
100.0359 S 0.8277
1 99.5038 X 99.317
98.41237 C.V. 0.8334
100.1079 S 0.7108
2 99.59780 X 99.4697
98.70363 C.V. 0.7146472

Tabla 33. Analisis de variancia para el porcentaje recuperado por los equipos.

Fuente Suma de Cuadrados Gl  Cuadrado Medio Razoén-F Valor-P
Entre grupos 0.00505856 1 0.00505856
Intra grupos 0.86516 4 0.21629 0.02 0.8859
Total (Corr.) 0.870218 5

La tabla 31 muestra los resultados del analisis estadistico (ANADEVA) mostrando un valor de F de 0.02 y
un valor-P mayor de 0.05, lo que indica que no hay diferencia estadisticamente significativa entre los
porcentajes recuperados por ambos equipos con un nivel de confianza del 95%, por lo tanto el método
tolera el cambio de un equipo a otro.

Medias y 95.0% de Fisher LSD

100.5

100.2

99.9

99.6

%recuperado

99.3

99

equipo

Figura 26.-Analisis de medias de comparaciéon del porcentaje recuperado de ASA por dos equipos
diferentes, que demuestra que no hay diferencia significativa al utilizar un equipo u otro.
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6.2.10. VALIDACION DEL PROCESO DE DISLUCION

Para la validacidon de las diluciones realizadas para perfiles de disolucion de ASA se prepararon 5 niveles
de concentracién por triplicado por pesadas independientes, de cada solucidn estandar se tomd 1mLy
se llevé a un volumen final de 25 mL, por otro lado se realizé lo mismo para validar la dilucién 1/10 mL.

6.2.10.1. VALIDACION DE LA DISOLUCION 1/25

Tabla 34. Resultados de la validaciéon de la dilucion 1/25 en HCI 0.1N para perfiles de disolucion.

C. ASA
(ng/mL)

16

24

32

40

48

C.

Adicionada

(mg)
40.36

40.36
40.36
60.12
60.12
60.12
80.36
80.36
80.36
100.23
100.23
100.23
120.4
120.4
120.4

C. recuperada

(mg)
40.0497
40.2349
40.3456
60.4917
60.2265
61.2467
81.1819
81.6174
81.5924
102.0245
101.8855
101.8781
122.8839
122.0514
121.5853

%

recuperado

99.23136
99.69016
99.96446
100.6182
100.1771
101.8742
101.0228
101.5648
101.5336
101.7904
101.6517
101.6443
102.0630
101.3716
100.9845

99.628
0.3704
0.3717
100.889
0.8805
0.8727
80.9119
0.6241
0.7713
101.695
0.0822
0.0809
101.473
0.5463
0.5384

X

S

C.v.

Pardmetros de regresion

101.0121
0.8798
0.8710
0.9999
0.9998
1.0250
-1.0165
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Figura 27. Validacion de las disoluciones 1/25 para perfiles de disolucidon de ASA en HCI 0.1 N.
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2

0
-0.2
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Residuos

20

*>e
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Variable X 1

Figura 28. Gréfico de residuales de la validacion de la dilucién 1/25 de ASA en HCI 0.1N.

Tabla 35. Andlisis de variancia para validacion de diluciones 1/25.

Grados de
libertad
Regresion 1
Residuos 13
Total 14

Coeficientes

-1.01662151
1.0250

Intercepcién
Variable X 1

Suma de Promedio de los E Valor critico de
cuadrados cuadrados F
12632.1437 12632.1437

1.9865 01528 82664.3328 4.1141E-26
12634.1303

tE|:>r|cc)cr) EStadtIStICO Probabilidad In;:;or Superior 95%
0.3035 -3.3493 0.0052 -1.6723 -0.36083
0.0035 287.5140 4.1141E-26 1.0173 1.03222
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6.2.10.2. PRECISION Y EXACTITUD

Tabla 36. Resultados de la validacidn de la precisién y exactitud de la diluciéon 1/25 de ASA en HCI 0.1N
para perfiles de disolucién.

Conc. C.enel C. C. %
ASA sistema. recuperada adicionada Pardmetros estadisticos
(hg/ml)  (ug/mL) (me) (mg) ~ fecuperade
16.019911 40.0497776 40.36 99.231361 X 99.8944063
16.0939791 40.2349478 40.36 99.6901582 s 0.39438975
16.144 16.1382618 40.3456545 40.36 99.9644562 C.v. 0.39480664
16.1468641 40.3671602 40.36 100.017741
16.156036 40.3900901 40.36 100.074554
16.2066657 40.5166641 40.36 100.388167
32.4727978 81.1819946 80.36 101.02289 X 80.929633
32.646993 81.6174826 80.36 101.564812 s 0.60480189
37 144 32.6369614 81.5924035 80.36 101.533603 C.V. 0.74731821
32.6070058 81.5175145 80.36 101.440411
32.6310125 81.5775311 80.36 101.515096
32.6034678 81.5086695 80.36 101.429405
49.1535811 122.883953 120.4 102.063084 X 101.432121
48.8205819 122.051455 120.4 101.37164 s 0.39286057
48.16 48.6341448 121.585362 120.4 100.98452 C.v. 0.38731377
48.8445442 122.111361 120.4 101.421396
48.9602633 122.400658 120.4 101.661676
48.6851405 121.712851 120.4 101.090408
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6.2.11. VALIDACION DE LA DILUCION 1/10

Tabla 37. Resultados de Validaciéon de la diluciéon 1/10mL de ASA en HCI 0.1N para perfiles de disolucion.

C. ASA
(ng/mL)

16

24

32

40

48

Figura 29. Validacion de ASA 1/10 de ASA en HCI 0.1N para perfiles de disolucién.

C.
Recuperada

16.182
16.144
16.439
24.392
23.998
24.172
31.913
32.446
32.164
40.780
40.433
39.881
47.766
48.027
48.441

60

C. Recuperada
w
o

0

C.
Adicionada

16.17
16.17
16.17
24.13
24.13
24.13
32.26
32.26
32.26
40.25
40.25
40.25
48.39
48.39
48.39

10

%

Recuperado

20

100.07810 x
99.84130 s

101.66717 | C.V.

101.08711 x
99.45525 S

100.17572  C.V.

98.92523 x
100.57839 s

99.70413 C.v.

101.31703 x
100.45471 s

99.08512 C.V.

98.71075 X
99.25038 s

100.10656 = C.V.

C. Adi%%nada

Parametros
estadisticos

40

100.528
0.99289
0.98767
100.239
0.81779
0.81584
100.003
0.82609
0.82606
100.285
1.12552
1.12232
99.3559
0.70386
0.70843

50

pardmetros
estadisticos
globales

60

100.082
0.16579
0.16566
0.99971
0.99941
0.99082
0.26820
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Figura 30. Gréfico de residuales de la dilucién 1/10 de ASA en HCI 0.1 N para perfiles de disolucidn.
Tabla 38. Andlisis de variancia para dilucion 1/10.
Grados de Suma de Promedio de los E Valor critico de F
libertad cuadrados cuadrados
Regresion 1 1911.4209 1911.4209
' 22116.8815 2 1627E-22
Residuos 13 1.1235 0.0864236
Total 14 1912.5444

Coeficientes Error tipico  Estadisticot Probabilidad Inferior 95% Superior 95%
Intercepcion 0.26820329 @ 0.22781427 @ 1.17728925 0.2601852 | -0.22395952 @ 0.7603661
Variable X1 0.99082099 0.00666244 148.717455 2.1627E-22 0.97642767 1.00521432

La validacion de ambas diluciones se realizé mediante la preparacién de soluciones estandar a diferentes
proporciones, de las cuales se tomd 1mL de cada una para obtener sistemas de 10mL y 25 a 5 niveles de
concentracién y se determind la linealidad, la precisién y la exactitud. Por lo que se refiere a ambas
diluciones se puede hablar de que son precisas y exactas, considerando que en el andlisis de residuales
de la regresion se denota una dispersién constante de los datos, ajustandose a una linea recta.

La precision en condiciones normales expresa el error aleatorio de las diluciones realizadas y esta
dependera de la concentracién del analito en cada sistema y del niUmero de repeticiones que se realiza.

La exactitud a su vez refleja los errores sistematicos, ésta dependera del porcentaje de recuperacion de
la cantidad afiadida a la muestra, de la variacién de este porcentaje y del nimero de muestras
analizadas.

Las diluciones realizadas para la determinacidn de la concentracidn de ASA a los diferentes tiempos de
muestreo cumplen con los objetivos del estudio de disolucién, encontrando valores de recuperacién que
se acercan al 100% vy coeficientes de variacion inferiores al 2%.
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6.3. APLICACION DEL METODO PARA ESTUDIO DE DISOLUCION DEL ACIDO
ACETILSALICILICO EN TABLETAS

El estudio de disolucién de las tabletas de acido acetilsalicilico, se llevd a cabo utilizando el aparato Il y
IV USP.

El objetivo principal fue desarrollar y validar un método confiable, capaz de evaluar perfiles de disolucién
del acido acetilsalicilico en tabletas en el aparato IV USP, sin embargo cabe mencionar que también se
evaluaron perfiles de disolucién en el aparato de paletas (Il), cuyo fin fue comparar los resultados de
disolucién obtenidos en ambos aparatos.
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Tabla 39. Resultados de concentraciones de ASA a los diferentes tiempos en las 12 tabletas evaluadas en el aparato IV USP del producto de
referencia (lote X209VP).

Tliempo (min|
2
4
6
8
10
12
14
16
18
20
30
40
50
70
90

120
150

Perfil 1
885.0256
1234.5412

| 1449,0105

1591.4052
1559.1616

| 1570.8923

1618.1221

| 1563.264

1574.0379
1544.4761
1151.5847
565.4202
388.2261
277.1181
132.7617
85.4695
41.4043

Perfil 2
978.9414
1285.2122
1476.0243
1570.961
1555.346
1630.6985
1580.272
1530.2727
1551.9315
1493.6341
1029.9385
581.7625
482.9592
360.2198

174.098

77.101

59.7743

Concentracion de ASA a los diferentes tiempos de muestreo (ug/mL)
Perfil 3 Perfil 4 Perfil 5 Perfil 6 Perfil 7 Perfil 8
885.718 | 777.6137 | 1263.6731 | 768.629 | 915.5867 | 800.8342
1105.1605 | 963.0443 | 1716.5804 | 1020.9364 | 1479.2189 | 987.011
1116.3933 | 1143.5529 | 1969.3877 | 1169.2947 | 1569.2222 | 1206.7038
1186.8816 | 1328.552 1904.4359 | 1293.6377 | 1602.056 1371.178
1190.9749 | 1423.9163 | 1707.2774 | 1301.3255 | 1463.1318 | 1429.7646
1263.0815 | 1402.8562 | 1613.9028 | 1448.6601 | 1352.3038 | 1553.1055
1265.9122 1597.2999: 1586.6815 | 1512.5131 | 1393.5155 1589.8373
13453455 | 16551922 | 1585.2212 | 1581.7266 | 1503.323 | 15268123
1437.7226 | 1685324 | 1483.583 || 1453.2689 | 1460.1894 | 1371.7298
1435.5221 | 1659.6732 | 1432.3564 | 1419.339 | 1451.2199 | 1485.7154
1193.6008 | 1108.9145 | 1012.4534 | 984.126 | 1218.0364 | 1266.1181
689.7523 | 693.4033 | 535.5519 | 744.6666 | 740.3203 | 766.6272
451.3836 | 485.7956 | 428.2348 | 541.2225 | 533.0836 | 597.7438
299.8209 | 312.9311 | 242.6555 | 299.6692 | 317.6849 | 334.741
207.4704 | 263.2823 | 1353826 | 135.6208 | 138.9346 | 210.0516
783582 | 78.2671 66.252 62.6607 | 68.0647 | 78.3582
387721 | 703383 | 328197 | 327936 | 26.0657 | 38.7721

Perfil 9
730.6817
822.6082
882.0006
896.8501
1010.4146
1251.7293
1493.1002
1549.2996
1583.6533
1557.7984
1254.7112

890.197

555.465
335.9087
161.9018

86.8817

38.7615

Perfil 10
1019.6542
1359.9168
1461.5853
1527.1743
1550.4565
1607.2089
1472.2336
1431.6966
1297.6291
1165.4729
1036.8831
687.9837
494.5623
214.8818
162.1975
119.1255
52.8583

Perfil 11
813.8664
1711.6566

2123.8361 |

2023.1017
1832.5351

1710.9702 |

1669.2238

1598.3017 |

1512.5131
1501.2437
13453893
611.5132
462.5633
304.8197
170.8328
110.8232
56.1638

Perfil 12
750.9314
1069.9621
1240.5482
1260.5132
1315.709
1325.4033
1436.2264
1545.7819
1583.2313
1541.1321
1267.2009
777.3947
528.793
268.7438
139.5385
71.5923
313143

Parametros evaluados

Promedio

882.5963

1229.6541
1400.63

1445.0011

1477.5677 |
1517.9115 |
1534.6864

1499.9845
1473.9653
1155.7464
690.3828
495.8361
298.1829
169.3394
81.9128
433198

Desv Estd
150.823
291.0781

| 359.2013
1463.0622 |

309.4184
223.0084
156.6714
113.3832
80.9099
105.2228
118.3776
119.7833
102.856
58.7564
42.4109
39.8958
17.146
13.4347

cv

17.0886
23.6715
25.6457
21.1487
15.4331
10.6033
7.4697
5.2721
7.0149
8.0312
10.3642
14.8984

11.85
14.2231
23.5597
20.932
31.0128
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Tabla 24. Resultados del % acumulado en los perfiles de disolucidon de ASA en HCI 0.1N evaluados en el aparto IV USP del producto de referencia
(lote X209VP).

Porcentaje acumulado de ASA a los diferentes tiempos de muetreo (%) Parametros evaluados
Tiempo (min)  Perfil 1 Perfil 2 Perfil 3 Perfil 4 Perfil 5 Perfil 6 Perfil 7 Perfil 8 Perfil9 | Perfil10 = Perfil11 | Perfil12 ' Promedio | Desv Estd CV.

2 2.8321 2.9368 2.8343 23328 4,0438 2.45% 2.7468 2.4025 2192 3.059 2.2788 2.403 2.7101 0.5074) 187216
4 6.7826 6.7925 6.3708 5222 9.5368 5.7266 7.1844 5.3635 4.6599 7.1387 7.0715 5.8269 6.473 12778 19.7406
6 11.4194) 112205 9.9433 8.6526  15.8389 9.4684  11.8921 8.9836 73059 115235  13.0182 9.796|  10.7552 22603  21.0154
8 16,5119, 159334 137413  12.6383 21.933 13.608°  16.6983  13.0972 9.9964 16105  18.6829,  13.8303]  15.2313 31243 20.5125
10 21.5013)  20.5995|  17.5524 16,91 27393  17.7722,  21.0876, 173865  13.0277)  20.7564 23.814)  18.0405  19.6537 37169 189118
12 265281  25.4915 215943 211186,  32.5608| = 22.4079  25.1446,  22.0458)  16.7829 25578  28.6047,  22.2818]  24.1783 40677,  16.8238
14 31.7061)  30.2324|  25.6452] 259105  37.6382 27248 293251 26.8153  21.2622|  29.9947, 332785  26.8777,  28.8278 42161  14.6249
16 36.7086)  34.8232]  29.9503]  30.8761] 427109 323095  33.8351] 313957, 259101  34.2898  37.7538,  31.8242]  33.5323 42795 127622
18 41.7455 39.479 34551 359321  47.4744 36.96| 382156 355109 30661 381827 419888 368906  38.1326 4.2672)  11.1904
20 46,6878 439599  39.1447,  40.9111)  52.0579] 415019  42.5693,  39.9681] 353344 416791 461923  41.8222)  42.6524 4.2432 9.9483
30 65.1132 59.409 582423  57.5448  68.2572) 57.2479  60.8398 584534 541551  57.8545 655659 ~ 61.0837.  60.3139 4,0921 6.7847
40 741599  68.1354)  69.2783|  67.9458 76.826)  69.1625 719447  69.6462 67.508 68.587, 743717, 729001  70.8721 3.0648 4.3245
50 803715 753798  76.5005  75.2328)  83.6778|  77.8221  79.9409 783732 75.84) 763022, 810326  80.9377  78.4509 2.7221 3.4698
70 89.2393|  86.4564  86.0947,  84.6207| 914427  87.4115  89.4715  83.0807|  859173| 829205  89.9333,  8.677/5  87.5222 2.429 2.7760
90 93.4876) 916793  92.7338  92.5192 95775, 917514,  93.6395| 941722  90.7743 879162  94.9217,  92.6962  92.6722 2.0587 2.2215
120 97.5902|  95.0718 96.495  95.9629|  98.9551) 947591  96.7705  97.6983|  94.7709)  93.6342]  99.7979]  95.9895  96.4579 1.8191 1.8859
150 99.5776|  97.7497 98356  99.1141] 100.5304)  96.3332]  97.9695  99.4431]  96.5539)  96.1714] 102.2691  97.4299]  98.4582 1.8253 1.8539
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Figura 31. Perfiles de disolucion de las 12 tabletas del producto de referencia (Aspirina lote X209VP).
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Figura 32. Grafico del % acumulado de asa a los diferentes tiempos de muestreo en la evaluacidn de
Perfiles de disoluciéon de las 12 tabletas del producto de referencia (Aspirina lote X209VP).
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Tabla 40. Resultados de las concentraciones de ASA obtenidas a los diferentes tiempos de muestreo para el producto de referencia (lote

X207UU).
empo (min] Concentracion de ASA a los diferentes tiempos de muestreo (ug/mL) Parametros evaluados
Perfil 1 Perfil 2 Perfil 3 Perfil 4 Perfil 5 Perfil 6 Perfil 7 Perfil 8 Perfil 9 Perfil 10 ~ Perfil11  [Perfil12  Promedio |DesvEstd 'C.V.

2 1083.7805| 1196.5347) 1233.4054 1006.7613| 1392.4711| 1421.0237| 1032.7218  1013.0235 1562.2203 1782.7059, 1511.3089| 11457597 1281.8097| 239.9837 1.8722

4 1588.8896 16893452 1534.9437] 1372.051) 18452278 20793855 1233.4599] 15435412 1617.1652 22072048 19419337 1330311 16652882 2885709 1.7329

6 1860.5846| 1876.6336  1584.475 1535.8559 15783118 1844.8901| 1537.1916, 1777.7126] 1663.6395 2246.5746 2109.9819| 1426.0892 1753.495  237.0761 1.352

8 1822.3372| 1824.9647  1497.5912| 1394.9329 1493.6893) 1747.9831| 1820.4813] 1753.9609 1651.9761| 2100.0074| 1908.3029, 1344.6293  1696.738  215.7883 1.2718

10, 1655.5736) 1785.2216 1378.7271) 1386.6767| 1474.8748  1578.8189 1741.7718| 1699.7476| 1620.1599 1835.6302 1648.6704] 1290.2259 1591.3416)  166.1764 1.0443

12 16834236 17125271 1382196 1423.3405 14398  1563.589 1666.1713 16561071 1486.9843 1529.2344 1564.5496 12839175 1532.6534  128.2263 0.8366

14 1610.0284| 1536.3412) 1222.3135) 1396.4071 1416.9819] 1495.2516| 1535.9717) 1553.2023| 1369.9586| 1351.1271  1457.3375 1266.9509, 1434.3226/  113.9265 0.7943

16, 1499.314| 1382.7587  1217.6704) 1345.1379 1326.1374| 1413.3579| 1394.9494 1469.6397| 1182.6271| 12193152 1288.8386, 1292.0287 13359812  96.4605 0.722

18| 1217.1849| 1232.5627) 1231.5618 1109.4855 1231.0232) 1375.6328| 1244.7344] 1269.9624| 1077.2877| 1088.6996 1176.6779, 1341.7841) 1216.3831]  88.5634 0.7281

20| 1069.3479| 1283.6629) 12273102 984.8092 1157.4182) 1317.8893| 1140.2212] 1103.9601| 1031.1789| 980.3952 10733757, 1243.2222) 1134.3993  109.0175 0.961

30| 780.7885| 871.7927) 899.0372) 819.5149  766.8919)  968.998|  768.5145[  717.9293 845.0194| 692.4142 709.4552,  771.0952]  800.9543 79.4356 0.9918

40, 583.7465 671.7543| 649.7596 594.1087| 576.6591) 6256828  582.5782  597.8424  536.3787| 522.4344  575.8486 528.2863 587.09|  43.9947 0.7494

50 452.21| 454.6949)  450.3283)  474.7472, 431167 370.6816| 447.6901] 399.2425|  433.444| 375.7077 428.22] 362.9483| 423.4234|  35.6339 0.8416

70, 2785483 315.7628| 348.9884]  322.994  267.7569) 221.6911]  275.7393]  303.0784 255.26| 234.4869, 232.8744,  302.7056) 279.9905  38.0892 1.3604

90 1636468 1424137 189.0606) 207.1904) 1845038 1203809 191.5274] 163.1905 1937187 176.2153 197.947] 189.1272| 176.5844 24.084 1.3639

1200 1114067  72.6598  103.4487, 130.8304)  94.4925|  57.8695  115.8276 84.055| 1453618  69.7346|  126.4506 110953 101.9242)  25.6563 25172

150 629331 354668 458408,  49.5208)  44.8025|  34.0928  55.1988| 334583 723106  32.8143 66.5109|  58.2181 49.264 13.2397 2.6875
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Tabla 41. Resultados del porcentaje acumulado de ASA a los diferentes tiempos de muestreo del producto de referencia (lote X209UU).

2

4

6

8
10
12
14
16
18
20
30
40
50
70
90
120
150

Tiempo (min) Perfil 1

3.4681

8,555,
14,5064

20.3379
25.6357

31.0227|

36.1748
40.9726
44.8676
48.2895
60.7821
70.1220
77.3574
86.2710
91.5077
96.8552
99.8760

Porcentaje acumulado de ASA a los diferentes tiempos de muestreo (%)
Perfil 2 |Perfil 3 |Perfil 4

3.8289
9.2348
15.2400
21.0799
26.7926
32.2727
37.1890
41.6138
45.5580
49.6658
63.6145
74.3625
81.6376
91.7420
96.2993
99.7870
101.4894

3.9469

8.8587)
13.9290

18.7213
23.1333

27.5563

31.4677
35.3642
39.3052
43.2326
57.2576
67.3939
74.4190
85.1678
90.9909
95.7495
97.8582

3.2216

7.6122
12.5269
16.9907
21.4281
25.9828
30.4513
34.7557
38.3061
41.4575
54.5697
64.0754
71.6714
82.0072
88.6373
94.9172
97.2942

4.4559
10.3606
15.4112
20.1910
24.9106
29.5180
34.0523
38.2960
42.2353
45.9390
58.2093
67.4358
74.3345
82.9027
88.8097
93.3453
95.4959

4.5473
11.2013
17.1050
22.6985
27.7507
32.7542
37.5390
42.0618
46.4638
50.6810
66.1850
76.1959
82.1268
89.2209
93.0731
95.8509
97.4873

3.3047

7.2518
12.1708
17.9963
23.5700
28.9018
33.8169
38.2807
42.2639
45.9126
58.2088
67.5300
74.6931
83.5167
89.6456
95.2053
97.8549

Perfil 5 |Perfil6 Perfil 7 Perfil 8

3.2417

8.1810
13.8697
19.4824
24.9216
30.2211
35.1913
39.8942
43.9581
47.4907
58.9776
68.5431
74.9310
84.6295
89.8516
93.8862
95.4922

4,9991

10.1740
15.4977

20.7840
25.9685

30.7269

35.1107
38.8951
42.3425
45.6422
59.1625
67.7446
74.6797
82.8480
89.0470
96.0244
99.4953

5.7047
12.7677
19.9568
26.6768
32.5508
37.4443
41.7680
45.6698
49.1536
52.2909
63.3695
71,7284
77.7398
85.2433
90.8822
94.2295
95.8046

4.8362
11.0504
17.8023
23.9089
29.1846
34.1912
38.8547
42.9790
46.7443
50.1791
61.5304
70.7440
77.5955
85.0475
91.3818
97.4514

100.6439

3.8956

8.4186
13.2673
17.8391
22.2259
26.5912
30.8988
35.2917
39.8538
44.0807
57.0351
65.9103
72.0079
82.1788
88.5334
94.0811
96.9920

Parametros evaluados

4.1209

9.4720
15.1069
20.5589
25.6727
30.5986
35.2095
39.5062
43.4210
47.0718
59.9085
69.3155
76.0995
85.0646
90.7216
95.6152
97.9820

0.7935
1.6533
2.2760
2.7793
3.1220
3.2784
3.3722
3.3595
3.3008
3.2778
3.2958
3.4884
3.3188
2.9109
22421
1.799
2.0026

Perfil 9 | Perfil 10 Perfil 11 |Perfil 12 |Promedio Desv Estd CV

19.2548
17.4549
15.0658
13.5185
12.1608
10.7142
9.5775
8.5037
7.6019
6.9634
5.5014
5.0326
4.3611
3.4220
2.4714
1.8821
2.0439
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Figura 33. Perfiles de disolucion de las 12 tabletas del producto de referencia (Aspirina lote X209UU).
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Figura 34. Grafico del % acumulado de asa a los diferentes tiempos de muestreo en la evaluacidn de
Perfiles de disolucién de las 12 tabletas del producto de referencia (Aspirina lote X209UU).
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Tabla 42. . Resultados del porcentaje acumulado de ASA a los diferentes tiempos de muestreo del producto de referencia (lote X208A3).

Tiempo (min)

co o B~ N

12
14
16
18
20
30

50
70
90
120
150

Perfil 1
1026.75
1042.827
1191.556
1437.102
1413.386
1576.762
1228.536
1239.724
1185.645
1182.877
994.4619
595.2774
527.8138
294.6495
151.883
88.9145
52.0146

Perfil 2
790.8883
13117044
1677.693
1545.2087
1509.6594
1310.3955
1338.4527
1367.7636
1390.5523
1426.3745
1212.2151
842.1214
530.4333
263.4535
124.3579
64.8655
26.0619

Concentracion de ASA a los diferentes tiempos de muestreo (pg/mL)

Perfil3  Perfil4
904.3651) 1068.6515
1639.477 1576.9036
1803.6282| 1690.2045
1747.8513| 1632.0127
1682.3278| 1527.6429
1591.072) 1422.8361
1415.5784) 1302.2724
1349.7317| 1279.2338
1348.7991/ 1306.3621
1116.2841) 1152.1442
883.3075, 931.4747
535.7774| 662.1654
405.2986| 368.0326

337.831) 256.4938
147.2264| 141.1147

92.4663)  53.1501
49,5944/  41.1511

Perfil 5
891.6523
1372.8679
1614.8417
1516.8326
1438.2472
1447.1117
1514.923
1403.822
1227.0916
1079.282
925.6408
818.6737
478.3058
309.9291
157.0983
69.7536
36.3245

Perfil6  Perfil 7
535.0756| 977.8409
970.5638 1695.2565
1256.6616/ 1819.9721
1553,9997) 1758.1342
1622.6008 | 1595.6561
1463.1363 1486.0622
1185.2177) 1430.4393
1087.7672| 1337.4951
1082.5989| 1316.4594
1175.6807| 1226.1905
1004.0223| 899.1602
694.1374 716.2503
557.3271| 471.2608
354.8672| 312.9311
2424221 170.648
110.1611) 109.2739
717998 53.9688

Perfil 8
880.8979
1409.0297
1622.3295
1682.4422
1603.0317
1487.7203
1368.4782
1285.1469
1196.108
967.9945
823.0129
645.9349
552.8056
496.9031
262.8545
85.1928
65.6084

Perfil 9
1219.289
1744.892
1893.806
1654.057
1740.757
1654.952
1583.844
1456.625
1256.256
1124.781
857.0534
566.5464
414.3233
212.0277
143.1145
69.1188
40.7068

Perfil 10
1067.1791
1573.8962
1643.6844
1579.9191
1565.3515
1473.5412
1432.1721
1371.8959
1337.99
1143.8561
976.9309
545.6851
426.3893
271.3949
150.7109
110.9383
55.0905

Perfil 11
903.9147
1586.658
1848.216
1609.067
1538.4
1485.78
1286.257
1077.778
1023.725
978.4283
840.3547
601.6016
426.0424
321.6483
257.5428
100.7673
47.3757

Perfil 12
1263.673
1716.58
1969.388
1904.436
1707.277
1613.903
1586.682
1585.221
1488.583
1432.356
1012.453
535.5519
428.2348
242.6555
135.3826
66.252
32.8197

Parametros evaluados

Promedio

960.8482
1470.0547
1669.3317
1635.0885
1578.6948
1501.1059
1389.4043
1320.1837
1263.3475
1167.1874
946.674
646.6436
465.5223
306.232
173.6963
85.0712
47.7097

Desv. Estd.
193.9622
256.1579
237.0382
125.9773
101.1622

94.6108
129.8651
142.7404
130.1989
144.4385
105.7015
104.9052

63.6535

72,978
50.0829
20.1601
13.241

C.V.
20.1866
17.4251
14.19%

7.7046
6.408
6.3027
9.3468
10.8122
10.3059
12.3749
11.1656
16.223
13.6736
23.8309
28.8336
23.6979
27.7532
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Tabla 43 Resultados del porcentaje acumulado de ASA a los diferentes tiempos de muestreo del producto de referencia (lote X208A3).

Tiempo (min)

co o B N

12
14
16
18
20
30

50
70
90
120
150

Perfil 1

3.285601
6.622645
10.43562
15.03435
19.55718
24.60282
28.53414
32.50125
36.29532
40.08052
55.99191
65.51635
73.96137
83.39016
88.25041
92.51831
9501501

Perfil 2
24675714
6.5600891
11.794491
16.615542

21.32568
25414114
29.590086
33.857508
38.196031

42.64632
61.556875
74.693969
82.968728
91.08309

94.91332
97.949026
99.168723

Porcentaje acumulado de ASA a los diferentes tiempos de muestreo (%)

Perfil3  Perfil4  Perfil 5

2.8939685 3.462431) 2.8532875
8.1402948 8.5715986) 7.2464646
13.911905 14.047861 12.413958
19.505029, 19.335582, 17.267823
24.888478 24.285145) 21.870214
29.979909 28.895134, 26.500971
34.509759 33.114497) 31.348724
38.828901 37.259215) 35.840955
43.145058, 41.491828 39.767648
46.717167) 45.224775| 43.22135
60.496764. 60.873549) 57.661346
68.854892. 71.997929) 70.432656
75.17755| 78.180876| 77.894226
85.853009' 86.491275, 87.687985
90.505364: 91.063392) 92.652289
94.758816 93.635858) 95.916757
97.040157, 95.627574, 97.616744

Perfil6  Perfil 7 Perfil 8

1.669436) 2.9726363 2.677929
4.6975952| 8.126216 6.9613798
8.6183793 13.658931 11.893261
13466858 19.003659. 17.007886
18.529373 23.854454 21.881102
23.094358 28.372083 26.403772
26.792237) 32720619 30.563946
30.186071 36.786604. 34.470792
33.563779 40.78864 38.106961
37.231903) 44.516259 41.049664
52.894651 58.183495, 53.559461
63.723194)  69.0705, 63.377671
72.417497) 76.233663 71.780316
83.489352, 85.746768 86.886169
91.052922, 90.934468 94.876945
96.208463| 95.917358' 98.761735
99568694, 98.378334, 101.75348

Perfil9  Perfil 10
3.999268| 3.4149732
9.722515 8.4514412
15.9342 13.711231
213595, 18.766973
27.06919| 23.776097
32.49743| 28.491429
37.69244| 33.07438
42.47016| 37.464447
46.59068 41.746015
50.27997| 45.406354
64.33564| 61.037248
73.627| 69.76821
80.42191) 76.590439
87.37641| 85.275074
92.07057| 90.097824
95.49886/ 95.422864
97.51792| 98.067209

Perfil 11

2.892527
7.969832
13.88412
19.03314
23.95602
28.71051
32.82653
36.27542
39.55134
42.68231
56.12799
65.75361
72.57029
82.86304
91.10441
95.94124
98.21527

Perfil 12
4,043754
9.536811
15.83885
21.93305
27.39633
32.56082
37.6382
4271091
47.47438
52.05792
68.25717
76.826
83.67776
91.44274
95.77498
98.95507
100.5304

Parametros evaluados

Promedio
2.96269355
7.551824745
12.75490588
17.85421298
2281753901
27.54204815
31.88794122
35.99466662
39.93120941
43.55059945
58.42899383
68.80145345
76.19971514
86.01293985
91.59290131
95.68448048
97.99719216

Desv. Estd.
0.65538451
1.39672778

2.1130415
244570755
2.69757183

2.9186406
330152322
3.67591963
3.97232559
4.14220037
4.43636995
4.32971174
3.98772744
2.73360718
2.23662171

1.9077107
1.90288973

CV.
22.1212387
18.4952356
16.5665001
13.6982098

11.822361
10.5970354
10.3535164
10.2124008
9.94792207
9.51123618

7.5927543
6.29305272
5.23325767
3.17813431

2441916
1.99375144
1.94177985
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Figura 35. Perfiles de disolucion de las 12 tabletas del producto de referencia (Aspirina lote X208A3).
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Figura 36. Gréfico del % acumulado de asa a los diferentes tiempos de muestreo en la evaluacion de

Perfiles de disolucién de las 12 tabletas del producto de referencia (Aspirina lote X208A3).
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Tabla 44. Resultados de concentracion de ASA del producto de prueba en HCIO.1N a los diferentes tiempos de muestreo.
Tiempo (min) Concentracion de ASA a los diferentes tiempos de muestreo (pg/mL) Promedio  Desv.Estd.  C.V.

2 1026.75/ 790.8883  904.3651| 1068.6515 891.6523] 535.0756, 977.8409) 880.8979 1219.289| 1067.1791| 903.9147| 1263.673 960.8482)  193.9622,  20.1866
4 1042.827] 13117044,  1639.477| 1576.9036, 1372.8679] 970.5638 1695.2565| 1409.0297 1744.892| 1573.8962 1586.658 1716.58]  1470.0547| 256.1579]  17.4251
6 1191.556/ 1677.693 1803.6282| 1690.2045 1614.8417| 1256.6616, 1819.9721| 1622.3295, 1893.806| 1643.6844 1848.216| 1969.388  1669.3317| 237.0382]  14.1996
8 1437.102| 15452087, 1747.8513| 1632.0127, 1516.8326| 1553.9997, 1758.1342| 1682.4422) 1654.057| 1579.9191) 1609.067| 1904.436  1635.0885  125.9773 7.7046
10 1413.386] 1509.6594, 1682.3278| 1527.6429 1438.2472| 1622.6008 1595.6561| 1603.0317, 1740.757| 1565.3515  1538.4| 1707.277 ~ 1578.6948)  101.1622 6.408
1 1576.762| 13103955, 1591.072| 1422.8361 1447.1117] 1463.1363| 1486.0622| 1487.7203] 1654.952| 1473.5412, 1485.78| 1613.903 ~ 15011059  94.6108 6.3027
14 1228.536] 1338.4527, 1415.5784] 1302.2724. 1514.923| 1185.2177, 1430.4393| 1368.4782] 1583.844| 1432.1721) 1286.257| 1586.682  1389.4043|  129.8651 9.3468
16 1239.724] 1367.7636, 1349.7317|1279.2338  1403.822| 1087.7672 1337.4951| 1285.1469, 1456.625 1371.8959, 1077.778| 1585.221|  1320.1837| 142.7404]  10.8122
18 1185.645/ 1390.5523, 1348.7991| 1306.3621 1227.0916| 1082.5989 1316.4594| 1196.108 1256.256| 1337.99 1023.725 1488583  1263.3475| 130.1989]  10.3059
20 1182.877, 1426.3745| 1116.2841) 1152.1442, 1079.282 1175.6807]1226.1905| 967.9945 1124.781| 1143.8561 978.4283 1432.356,  1167.1874  144.4385  12.3749
30 994.4619) 1212.2151f 883.3075, 931.4747| 925.6408 1004.0223 899.1602 823.0129] 857.0534 976.9309, 840.3547| 1012.453 946.674)  105.7015  11.1656
40 595.2774) 842.1214] 535.7774. 662.1654 818.6737| 694.1374] 716.2503| 645.9349 566.5464) 545.6851 601.6016/ 535.5519 646.6436,  104.9052 16.223
50 527.8138, 530.4333 405.2986| 368.0326 4783058 557.3271 471.2608 552.8056 414.3233| 426.3893| 426.0424| 428.2348 4655223  63.6535  13.6736
70 294.6495, 263.4535  337.831) 256.4938 309.9291] 354.8672 3129311 496.9031 212.0277| 271.3949| 321.6483| 242.6555 306.232 72978 23.8309
0 151.883| 124.3579] 147.2264 1411147, 157.0983 242.4221] 170.648| 262.8545 143.1145| 150.7109, 257.5428| 135.3826 173.6963)  50.0829,  28.8336
120 88,9145  64.8655 924663 531501 69.7536, 110.1611f 109.2739| 85.1928| 69.1188 110.9383 100.7673]  66.252 850712  20.1601  23.6979
150 520146 26.0619] 49.5944  41.1511] 363245 717998 53.9688| 65.6084 40.7068) 55.0905 47.3757| 32.8197 47.7097 13241 27.7532
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Tabla 45. Resultados del porcentaje acumulado de los perfiles de disolucion de Tabletas de ASA del producto de prueba.
Tiempo (min) Porcentaje acumulado de ASA a los diferentes tiempos de muestreo (%) Promedio  Desv.Estd. ~ CV.

2 4043754 2.4675714] 2.8939685 3.462431) 2.8532875 1.669436 29726363 2.6779296 3.999268) 3.4149732| 2.892527 4.043754 960.8482  193.9622  20.1866
4 9.536811) 6.5600891] 8.1402948) 8.5715986] 7.2464646) 4.6975952 8.126216) 6.9613798 9.722515 8.4514412) 7.969832] 9.536811  1470.0547, 256.1579]  17.4251
b 15.83885: 11.794491 13.911905) 14.047861 12.413958] 8.6183793| 13.658931 11.893261] 15.9342 13.711231) 13.88412 15.83885 16693317  237.0382  14.1996
8 21.93305 16615542, 19.505029| 19.335582; 17.267823| 13.466858 19.003659] 17.007886; 21.3595 18.766973 19.03314 21.93305  1635.0885  125.9773 7.7046
10 27.39633. 21.32568. 24838478 24.285145| 21.870214 18.529373.23.854454 21881102, 27.06919| 23.776097, 23.95602 27.39633. 15786948 1011622 6.408
12 3256082 25.414114) 29.979909 28.895134] 26.500971" 23.094358) 28.372083, 26.403772| 32.49743) 28.491429) 2871051 32.56082  1501.1059  94.6108 6.3027
14 37.6382) 29.590086; 34.509759) 33.114497] 31.348724, 26.792237, 32.720619, 30.563946] 37.69244 33.07438 32.82653 37.6382)  1389.4043  129.8651 9.3468
16 42.71091] 33.857508] 38.828901 37.259215] 35.840955; 30.186071 36.786604: 34.470792 42.47016| 37.464447  36.27542) 4271091  1320.1837, 142.7404)  10.8122
18 4747438, 38.196031) 43.145058) 41.491828| 39.767648, 33.563779, 40.78864. 38.10691| 46.59068 41.746015 39.55134] 47.47438 12633475 130.1989]  10.3059
20 5205792 42.64632 46.717167  45.224775] 4322135 37.231903] 44516259, 41.049664] 50.27997) 45.406354| 42.68231 52.05792  1167.1874 1444385  12.3749
30 68.25717, 61.556875 60.496764| 60.873549] 57.661346] 52.894651 58.183495] 53.559461) 64.33564| 61.037248 56.12799 68.25717 946.674)  105.7015  11.1656
40 76.826) 74.693969 68.85489271.997929 70432656 63.723194] 69.0705 63.377671]  73.627, 69.76821 65.75361  76.826 646.6436  104.9052 16.223
50 83.67776| 82.968728] 75.17755 78.180876, 77.894226, 72.417497 76.233663, 71.780316, 80.42191) 76.590439, 72.57029| 83.67776 465.5223]  63.6535  13.6736
70 91.44274] 91.083096] 85.853009, 86.491275/ 87.687985, 83.489352 85.746768 86.886169 87.37641) 85.275074| 82.86304] 91.44274 306.232 72978 23.8309
90 05.77498) 94,9132 90.505364) 91.063392) 92.652289] 91.052922) 90.934468) 94876945, 92.07057) 90.097824 91.10441] 95.77498 173693 500829 28833
120 98.95507) 97.949026 94.758816) 93.635858) 95916757, 96.208463) 95.917358) 98.761735| 95.49886) 95.422864 95.94124] 98.95507 850712 201601 23,6979
150 100.5304] 99.168723| 97.040157| 95.627574 97.616744, 99.568694 98.378334 10175348 97.51792| 98.067209, 98.21527] 100.5304 47.7097 13241 277532
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Figura 37. Perfiles de disolucion de las 12 tabletas del producto de prueba en HCI 0.1N.
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Figura 38. Porcentaje Acumulado de los perfiles de disolucién de las tabletas de acido acetilsalicilico del

producto de prueba.
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6.3.1. COMPARACION DE PERFILES DE DISOLUCION DEL PRODUCTO DE PRUEBA Y DE
REFERENCIA
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Figura 39. Comparacion de perfiles utilizando como medio de disolucién HCI 0.1N en el aparto IV USP del
producto de referencia (X209VP) y producto de prueba (FO1).
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Figura 40. Promedio del porcentaje acumulado de ASA en el producto de prueba (FO1) y producto de
referencia (X209VP).
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Figura 41. Comparacién de perfiles utilizando como medio de disolucién HCI 0.1N en el aparto IV USP del
producto de referencia (X207UU) y producto de prueba (FO1).
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Figura 42. Promedio del porcentaje acumulado de ASA en el producto de prueba (FO1) y producto de
referencia (X207UU).
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Figura 43. Comparacién de perfiles utilizando como medio de disoluciéon HCI 0.1N en el aparto IV USP del

producto de referencia (X208A3) y producto de prueba (FO1).

120

100

80

60

40

Concentracién (ug/mL)

20

—— Lote X208A3
—=—FO1

0 20 40 60 80 100 120

Tiempo (min)

140 160

Figura 44. Promedio del porcentaje acumulado de ASA en el producto de prueba (FO1) y producto de

referencia (X208A3).
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Figura 45. Resultados de los promedios del porcentaje acumulado de ASA de los tres lotes del producto
de referenciay el lote de prueba obtenidos en el aparato IV USP.
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6.3.2. PERFILES DE DISOLUCION EN EL APARATO II USP.

Se realizé la prueba de disolucion en el aparato Il USP del lote de referencia que obtuvo el mayor valor de f, en el aparato IV USP (lote X209VP),
con la finalidad de realizar una comparacién de los resultados obtenidos.

Tabla 46. Concentracidn de ASA en el producto de referencia a los diferentes tiempos de muestreo en el aparato Il USP

Tiempo
(min)

1
5
10
15
20
30
40
50
60

Perfil 1
99.36
276.79
452.22
527.44
551.70
565.13
559.04
558.91
555.75

Perfil 2
107.73
277.08
446.64
511.84
529.60
551.27
551.96
552.74
552.69

Concentracidn de ASA del producto de referencia (Aspirina lote X209VP) (ug/mL)

Perfil 3
99.22
269.87
463.67
539.31
555.91
569.14
565.22
558.96
553.84

Perfil 4
108.11
277.49
482.06
526.08
551.72
549.63
549.37
542.35
544.38

Perfil 5
119.80
298.96
458.44
517.22
543.01
555.10
550.94
545.31
551.39

Perfil 6
90.86
264.70
414.10
473.80
508.62
530.86
529.75
538.25
536.25

Perfil 7
92.89
252.67
416.03
498.77
541.45
554.19
542.71
547.23
546.47

Perfil 8
86.37
244.61
481.27
538.90
549.60
554.54
554.59
551.54
545.62

Perfil 9
87.36
237.26
435.21
542.93
568.65
556.38
550.38
549.65
544.98

Perfil 10
76.58
227.62
400.17
499.41
550.09
558.70
558.66
556.65
554.54

Perfil 11
74.67
216.15
364.61
453.94
509.09
549.30
548.91
549.94
547.63

Perfil 12
84.98
236.35
411.56
465.81
499.21
513.44
526.92
528.43
529.15

Tabla 47. Concentracidn de ASA en el producto de prueba a los diferentes tiempos de muestreo en el aparato Il USP.

Tiempo
(min)

1

10
15
20
30
40
50
60

perfil 1

64.53
198.05
343.29
421.93
473.82
517.31
529.97
535.32
549.01

perfil 2

69.62
193.76
330.05
410.59
464.20
506.40
527.20
533.28
541.71

perfil 3

68.76
202.29
348.36
435.74
474.20
538.26
535.10
539.00
546.09

Concentracion de ASA en el producto de prueba ( pg/mL)

perfil 4

70.04
197.02
356.14
441.01
479.88
517.24
531.66
543.75
541.65

perfil 5

67.13
183.42
398.29
454.75
517.31
523.40
543.34
551.52
551.56

perfil 6

59.48
186.17
326.75
425.25
468.50
523.40
553.49
556.51
552.69

perfil 7

56.76
184.91
327.43
421.54
469.00
526.26
547.38
552.25
548.23

perfil 8

56.39
173.97
314.51
414.35
476.57
529.02
555.59
565.44
575.45

perfil 9

64.10
181.91
326.24
412.06
455.40
506.89
529.89
539.18
523.98

perfil 10

63.16
191.77
334.35
421.33
489.44
530.60
543.84
550.01
552.79

perfil 11

62.21
188.84
337.54
422.63
471.98
521.56
545.28
559.11
555.81

perfil 12

56.67
169.96
300.51
388.05
459.93
523.98
552.08
563.13
566.70

Parametros de evaluacion

93.99
256.63
435.50
507.95
538.22
550.64
549.04
548.33
546.89

S
12.85
24.71
35.25
30.14
21.80
15.00
11.29

8.90
7.86

C.V.
13.67
9.63

8.09

5.93

4.05

2.72

2.06

1.62

1.44

Parametros de evaluacion

x

58.45
173.62
311.80
391.09
440.02
484.18
502.68
510.65
512.74

5.06
9.66
24.30
16.71
16.07
9.19
10.10
10.89
12.83

C.V:

8.66
5.56
7.79
4.27
3.65
1.90
2.01
2.13
2.50
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Figura 46. Perfiles de disolucién del producto de referencia en el aparato Il USP.
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Figura 47. Perfiles de disolucidon de ASA del producto de prueba en el aparato Il USP.
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Figura 48. Comparacion de perfiles de disolucién del producto de referencia y producto de prueba
en el aparato Il USP.

Prueba de f,
Tabla 48. Resultados de F2 del producto de prueba con los tres lotes del producto de referencia.

RESULTADOS DE f2

LOTE PRODUCTO DE PRUEBA (FO1)
X209VP 82.26549865
X207UU 80.28971646
X208A3 75.54478319

Para la evaluacidn de los perfiles de disolucidon de tabletas de ASA se utilizé la prueba f5, en cuyo
caso el valor debe comprender en un rango de 50-100 para ser aceptable, al analizar la similitud
de los perfiles se estimd un valor de 82.26, 80.28 y 75.54, para los lotes X209VP, X207UU vy
X208A3 respectivamente, esto en el aparato 4 USP, mientras que en el aparato 2 solo se compard
el mejor de los casos (el lote de prueba y el lote de X209VP) obteniéndose un valor de f, de 67.66,
por lo que el producto de prueba pasa la equivalencia genérica en ambos aparatos.

Hay que destacar que los perfiles de disolucidn caracterizados en el aparato IV USP, aportan mayor
informacidn de la disolucidn, que los perfiles obtenidos en el aparto Il USP, acercandose mas a una
correlacién in vivo, ya que en tales casos podemos calcular algunos pardmetros de comparacién
como ABCo-t, ABC=-cmax, Cmax, la razén de ABC o-t del producto de prueba y de referencia y la razén
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del ABCo-cmax del producto de prueba y de referencia, ya que son parametros mas estrictos que
nos dan una mejor idea del comportamiento de la disolucién de determinado principio activo.

Tabla 49. Pardmetros de comparacion de los perfiles de disolucién de ASA en el equipo IV para los
lotes FO1, X209VP, X207UU y X208A3.

Parametro de

., Resultados
comparacion
Parametro de Lote Lote Lote Lote FO1 Criteri
comparacion X209VP X207UU X208A3 (prueba) dee o3
ABCOaCmaxRef. 20367.5319 7647.6909  7879.8266 ————— aceptacion
RIS 8 e 6403.9776
Prueba
ABCOt 0.9469 1.0179 1.0531 —————— | 0812
prueba/referencia
SR 0.3144 0.8374 08127 —————— 0813

Prueba/referencia

En cuanto a los pardmetros de comparacion (ver tabla 49), encontramos que la razén de ABCO-t
del producto prueba/ ABCO-t del producto referencia (lote X209VP, X207UU y X208A3) cae dentro
de los criterios de aceptacion, pero la razéon ABC 0 a Cmax del producto de Prueba/ ABC 0 a Cmax
del producto de referencia(lote X209VP) no cumple con este criterio, por lo tanto que la
probabilidad del producto de prueba de pasar un estudio de bioequivalencia se reduce, sin
embargo los otros dos lotes (X207UU y X208A3), si cumple con todos los criterios.

Hay que destacar que los perfiles de disolucién no solo denotan la similitud entre productos, sino
gue también dan a conocer la variabilidad que existe de tableta en tableta, de tal manera que al
ver los resultados de C.V. encontramos que el producto de referencia tiene mucha variacién, lo
que nos lleva a sospechar de una falta de control en el proceso de fabricacién.

Los porcentajes de recuperacion de ASA son aceptables en cada perfil de disolucidn, ya que son
mayores al 85%.

Comparando los resultados de los aparatos 2 y 4 USP, este ultimo tiene mayor poder
discriminatorio.
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6.4. VALIDACION DEL METODO PARA CONTENIDO DE ACIDO ACETILSALICILICO EN
TABLETAS DEL PRODUCTO DE PRUEBA

Los pardmetros de validacién a estudiar estdan en funcion de los objetivos del método
desarrollado, para ello nos enfocamos primeramente en la optimizacion de las condiciones
experimentales que permitieran obtener resultados eficientes.

6.4.1. VALIDACION DEL SISTEMA

6.4.1.1. LINEALIDAD DEL SISTEMA

La linealidad del sistema para el método de contenido de acido acetilsalicilico en tabletas, se
evalud preparando por triplicado 5 concentraciones de ASA con 3 niveles acido salicilico cada una,
dentro de un rango de 16-48ug/mL y 0.4-1.4pg/mL respectivamente y se calcularon los
pardmetros de la pendiente, intercepto, el coeficiente de correlacién y coeficiente de
determinacidn mediante el método de MCP.

Tabla 50. Parametros de evaluacidon para la linealidad del sistema utilizando el software MCP
(ISHEJA), para método de contenido de ASA en tabletas.

Linealidad del sistema

Parametro
X 1
s 0.0034
C.v. 0.3398
m 0.9999
bo 0.0021
T 0.9999
r? 0.9999
Criterio de aceptacion
C.V. <2
r 0.99
2 0.98
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Slope=1.00 Intercept=0.00 r=1.0000 rA2=0.9999
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Figura 49. Grafico de linealidad del sistema obtenido con el programa estadistico Gen Ex.

Los resultados de la regresiéon demostraron que el modelo es lineal con un buen poder de
prediccion, donde el 99% de la respuesta analitica (absorbancia) esta explicada por los cambios de
concentracién del analito en cuestion, con un C.V. menor al 2% por lo que cumple con los criterios
de aceptacion marcados por la guia de validacién del colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos
Bidlogos, en consecuencia el intervalo de concentraciones es el éptimo para los objetivos
planteados(tabla 38 y figura 37).
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6.4.1.2. PRECISION Y EXACTITUD DEL SISTEMA

Se prepararon tres niveles de concentracidn de asa por dilucién y un nivel de acido salicilico que
corresponden a 120% de asa con el 1% de dacido salicilico, 100% de asa con 2% de dacido salicilico y

80% de asa con 3% acido salicilico.

Tabla 51. Resultados de la precision y exactitud del sistema para el método de contenido quimico

calculado con ayuda del software Gen Ex.

C. ASA (ug/mL) C. recuperada

48.74902
48.59509
49.14160
49.17437
48.87721
49.04572
32.25236
32.47550
32.37863
32.31785
32.11664
32.19032
16.04546
15.98300
15.91821
16.19377
16.17015
16.12435

48.2784

32.1856

16.1216

% recuperado

100.9748
100.6559
101.7879
101.8558
101.2403
101.5893
100.2074
100.900
100.5997
100.4109
99.78576
100.0146
99.52774
99.14033
98.73842
100.4477
100.3011
100.0171

X

C.v.

C.v.

parametros estadisticos

101.3507

0.47738

0.47102

100.3198

0.40374

0.40246

99.6954

0.67652

0.67859

Los resultados de los criterios de validacidn considerados en la precisién y exactitud del sistema

fueron los siguientes (ver tabla 39):

e Un promedio del porcentaje recuperado que se ajusta al intervalo de 97-103%,
gue apunta a un sistema exacto que denota la proximidad del valor obtenido con

el valor verdadero.

e Un coeficiente de variacion menor al 2% en los tres niveles de concentracion, lo

que significa que el sistema es preciso.
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6.5. VALIDACION DEL METODO

6.5.1. LINEALIDAD DEL METODO

Para determinar la linealidad del método para contenido de acido acetilsalicilico en tabletas, se
prepararon placebos cargados a 5 niveles de concentracion (120, 110, 100, 90 y 80%), a partir de
estos se realizaron 3 determinaciones individuales de cada concentracién y se determinaron los
pardmetros de regresion e intervalos de confianza indicativos de linealidad.

Tabla 52. Resultados de la linealidad del método para contenido de acido acetilsalicilico en
tabletas.

Nivel de concentracién  C. Adicionada C. % Parametros de regresion
Recuperada
% Tl (ng/mL) (1g/mL) recuperado
24.1971 24.9065 102.9316 X 100.6312
120 28.4 24.0257 24.2710 101.0208 S 1.3084
23.9571 23.7368 99.0801 C.V. 1.3002
22.2828 21.9827 98.6532 r 0.9958
110 35.2 22.0239 22.1810 100.7133 r2 0.9916
22.0868 22.4378 101.5893 m 1.0208
20.0761 20.5332 102.2771 b -0.28703
1090 32 20.0260 20.1167 100.4529 ICBo -1.42547-0.85144
20.1118 20.3635 101.2512 ICB1 0.96479-1.07696
18.0875 18.3956 101.7036
90 28.8 18.2490 17.9595 98.4139
18.3136 18.3956 100.4480
16.0129 16.2278 101.3419
80 25.6 16.0244 15.9474 99.5198
16.0358 16.0471 100.0705
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Figura 50. Grafico de linealidad del método para contenido de acido acetilsalicilico en tabletas.

Los Resultados de los parametros indicativos de la linealidad fueron los siguientes (ver tabla 42):

e El coeficiente de variacion global de los factores no supera el 2%.

e En el andlisis de regresidn se observa que el coeficiente de correlacidn y coeficiente de
determinacidn no presenta un valor menor al 0.99 y 0.98 respectivamente.

e Un porcentaje de recuperacion aceptable (100.6312 %).

Tabla 53. Andlisis de variancia e intervalos de confianza con 95% de probabilidad minima
significativa para la linealidad del método para contenido ASA en tabletas.

Grados de Suma de Promedio de F Valor
libertad cuadrados  los cuadrados critico de F
Regresion 1 125.0604 125.0604
Residuos 13 1.0513 0.0808 1546.3605 @ 6.6785E-15
Total 14 126.1118

Coeficientes Error tipico Estadisticot Probabilidad Inferior 95% Superior 95%
Intercepcion -0.2870 0.5269 -0.5446 0.5952 -1.4254 0.8514
Variable X1 1.0208 0.0259 39.3237 6.6785E-15 | 0.9647 1.0769

Para demostrar la linealidad del método no basta con los parametros basicos de regresidn, si no
que se debe recurrir a los intervalos de confianza tanto del intercepto como de la pendiente (tabla
43):

e El intervalo de confianza para el intercepto fue de —1.4254-0.8514, lo que indica que
estadisticamente pasa por cero, demostrando que el método cumple con el requisito de
proporcionalidad entre la concentracion adicionada y la concentracion recuperada. La
ordenada al origen basicamente indica el error sistemdtico, en tal caso conviene que el
valor de la ordenada al origen este lo mas cercano posible al intercepto lo que demostrara
que el sesgo es minimo.

e Por otra parte el intervalo de confianza de la pendiente fue de 0.964799-1.076969, rango
gue incluye al valor de 1 y no pasa por cero, esto corrobora la existencia de la recta.
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Figura 51. Grafico de analisis de residuales para la linealidad del método para contenido de acido

acetilsalicilico en tabletas.

Los resultados demuestran una dispersién aleatoria y constante de los datos, puesto que en el
grafico de analisis de residuales (figura 40), no se observa un patrén caracteristico, es decir hay
homocedasticidad y por tanto una independencia de los puntos observados, en consecuencia se
puede decir, que el modelo se ajusta a los datos obtenidos.

6.5.2. PRECISION Y EXACTITUD DEL METODO

Tabla 54. Resultados de precisién y exactitud para validacién del método para contenido de acido

acetilsalicilico en tabletas.

Nivel de

conce(r;f;aaon Adicionada
24.1971
24.0257
23.9571
24.060
24.0171
24.0685
20.0760
20.0260
20.1118
20.0188
19.9759
20.1189
16.0129
16.0243
16.0357
16.0929
16.0415
16.0357

120

100

80

C.

Recuperada

24.9065
24.2709
23.7367
24.6283
24.3155
24.7253
20.5332
20.1167
20.3634
20.0254
20.0040
20.0764
16.2278
15.9474
16.0471
16.0015
16.2759
16.3587

%

Recuperado

102.9315
101.0208
99.0800
102.3622
101.2423
102.7288
100.0329
100.1404
101.2512
102.2771
100.4528
99.78874
101.3419
99.51975
100.0705
99.4317
101.4612
102.0137

Parametros de

C.v.

&I

C.V.

C.v.

evaluacion

101.561

1.4444

1.4222

100.7820

1.0055

0.9977

100.6398

1.1039

1.0969
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Los resultados de la tabla 44, muestran que los porcentajes de recuperacion de cada nivel entran
en los criterios de aceptacidn, ademas los coeficientes de variacidn son menores al 2% por lo que
este método es preciso y exacto.

4.5.3. SELECTIVIDAD

El método de Regresidén multivariante por minimos cuadrados parciales, es capaz de predecir la
concentracién Unicamente del analito sin que pueda influir la presencia de interferencia de los
excipientes y /o productos de degradacion, lo que significa que el método es selectivo y se puede
comprobar con los resultados de linealidad, precisidon y exactitud. La selectividad nos habla del
grado de error en los resultados analiticos, aunados a los componentes de la formulacion y /o
producto de degradacidn (acido salicilico).

4.5.4. PRECISION INTERMEDIA

Se pesaron muestras independientes de ASA al 100% (32ug/mL) por sextuplicado en dos dias
diferentes y por dos analistas diferentes, trabajando a las mismas condiciones de ensayo.

Tabla 55. Resultados del porcentaje recuperado de ASA, por dos analistas diferentes, en dos dias
diferentes.

% Recuperado

Dia = =
Analista 1 Analista 2
101.5512 100.5708
100.0575 100.2554
q 99.1033 99.3101
99.2007 99.5929
100.8145 99.8248
100.4423 99.6625
100.3280 100.7409
100.3853 100.0352
5 99.8341 100.4732
100.5268 99.6801
100.6046 99.8498
100.0264 101.8667
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Tabla 56. Analisis de variancia anidado para determinar la precisidon intermedia del método para
contenido quimico.

Fuente Suma de Cuadrados Gl  Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Analista 0.0426744 1 0.0426744 0.09 0.7981
Dia*(Analista) 1.00402 2 0.502008 1.09 0.3556
Residuo 9.21794 20 | 0.460897

Total (corregido) 10.2646 23

Se realizé un andlisis de variancia del disefo cruzado de anidamiento para evaluar las variaciones
del dia incluidas en el analista, para demostrar que el método es repetible entre dias y
reproducible entre analistas. En la tabla 36, se muestran los resultados P value, mismos que son
mayores a 0.05, lo cual indica en primera instancia que no hay variabilidad en los porcentajes
recuperados de ASA de ambos analistas, en los diferentes dias (tabla 46).

Medias y 95.0% Intervalos LSD

101

100.6

100.2

% Recuperado

99.8

99.4

99

1 2
Analista

Figura 52. Graficos de medias con intervalo de confianza de 95% de diferencia minima significativa.
Para evaluar reproducibilidad.

Por otro lado en la figura 43 se muestra el grafico de contraste de medias (con un intervalo de
confianza del 95%, el cual describe perfectamente el efecto del factor analista sobre el porcentaje
recuperado de ASA en las muestras, en este caso se ve claramente que el analista no es factor de
variabilidad.
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4.5.5. ROBUSTEZ

Para determinar la robustez del método se estudid la influencia de las variaciones pequeias de
pH en la determinacion de ASA, para lo cual se prepararon tres muestras independientes para
cada pH (1.58, 1.92 y 0.94).

Tabla 57. Resultados del porcentaje recuperado de ASA a los diferentes pH (Robustez).

%

pH NEEEAT Parametros de evaluacion
1.58 98.8603 X 99.7963

1.58 100.932 S 1.05047

1.58 99.5962 C.V. 1.05261

1.2 100.587 X 100.0113

1.2 99.9231 S 0.5373

1.2 99.5234 C.V. 0.5372

0.94 101.144 X 101.2146
0.94 101.978 S 0.7316

0.94 100.520 C.V. 0.7228

Tabla 58. Analisis de variancia para influencia de pH sobre el porcentaje recuperado (robustez).

fuente Suma de cuadrados Gl  Cuadrado medio F- Ratio P-Valor
Modelo 3.16017 2 1.58008 1.50 0.2961
Residuos 6.31704 6 1.05284
Total (corr.) 9.47721 8

Medias y95.0 Porcentaje Intervalos Scheffe

103

102

101

100

% recuperado

IRALAS LB RS RARAS RAREN RARRY |

0.9¢ 1.2 153
pH

Figura 53. Analisis de medias a un intervalo de confianza del 95% para influencia de pH sobre el
porcentaje de recuperacién (robustez).
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Con el andlisis de variancia queda demostrado que variaciones en el porcentaje de recuperacion
en los 3 diferentes pH no son significativas, ya que el P value es mayor al 0.05 y sin olvidar que en
el contraste de medias del porcentaje recuperado existe un traslape de las mismas, que
corroboran que el método es capaz de dar el mismo resultado bajo condiciones normales de
operacion (tabla 48, figura 42).

6.5.4. INFLUENCIA DEL FILTRO

Se prepararon muestras independientes al 100% de ASA vy se filtraron utilizando tres diferentes
filtros (se realizo por triplicado).

Tabla 59. Resultados del porcentaje de recuperacién de ASA utilizando diferentes filtros.

filtro 41
filtro 41
filtro 41
filtro 40
filtro 40
filtro 40

Filtro
filtro
Filtro

% recuperacion

100.5873
99.9231
99.5234
99.9884
100.7311

100.4836

100.8021
100.6835
101.5560

parametros de evaluacion

x 100.0113
s 0.5373
C.v. 0.5372

x 100.4010
s 0.3781
C.v. 0.3766

x 101.0139
0.4732
C.v. 0.4684

Tabla 60. Analisis de la Variancia para el porcentaje recuperado por los diferentes filtros para

influencia del filtro.

fuente Suma de cuadrados Gl
Modelo 1.53268 2
Residuos 1.31146 6

Total (corr.)

2.84414

Cuadrado medio F- Ratio P-Valor
0.766341 3.51 0.980
0.218577
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Figura 54. Analisis de medias para influencia del filtro.

En la tabla 49 se muestra que el porcentaje de recuperacion de ASA en las muestras entra dentro
del intervalo de aceptacién utilizando cualquiera de los 3 filtros evaluados.

Al evaluar la influencia del filtro por un andlisis de variancia (tabla 50), notamos que no hay

variabilidad en el porcentaje de recuperacion del analito, ya que la P value es mayor a 0.05. Esto
mismo se aprecia en la figura 43 con un traslape de medias a un intervalo de confianza del 95%.

6.6. APLICACION DEL METODO PARA CONTENIDO DE ASA EN TABLETAS

Se pesaron 20 tabletas del producto de prueba y se sacé el peso promedio, se pesd lo equivalente
a 20mg del principio activo y se sometid al ensayo por triplicado con muestras independientes.

Tabla 61. Porcentaje de contenido quimico en tabletas de ASA (producto de prueba).

muestras Tedrica (mg)  C.recuperada (mg) % recuperado X
M1 516.7737 518.9210 100.4155
M2 516.7737 512.1506 99.1053 100.0688
M3 516.7737 520.3166 100.6855

El porcentaje de recobro por el método del producto de prueba fue de 100.0688%, lo que indica
que el producto entra dentro de las especificaciones para contenido del principio activo (97-
103%).

110



Laboratorio de Ensayos de Desarrollo Farmacéutico [EDEFAR

111



Laboratorio de Ensayos de Desarrollo Farmacéutico

7. CONCLUSIONES

Finalmente después de todo lo realizado podemos concluir que:

Se desarrollé un método confiable para evaluar perfiles de disolucién de ASA en tabletas
de liberacién inmediata en el aparto 4 USP que cumple con los criterios de:

R/
0’0

Linealidad

Precision

Exactitud

Especificidad

Precision intermedia

Estabilidad durante el tiempo de ensayo

7/
0.0

>

R/
*

>

R/
*

3

*

3

*

Se desarrollé un método para determinar contenido de ASA en tabletas que garantiza que
los datos obtenidos son confiables y que cumple con los criterios de validacién como lo
son:

3

*

Linealidad

Precisiéon

Exactitud

Especificidad

Precisién intermedia

Estabilidad durante el tiempo de ensayo
Robustez

Tolerancia

X3

S

X3

S

X3

S

X3

S

X3

S

X3

S

K/
0’0

Los métodos propuestos son aptos para determinar contenido y evaluar perfiles de
disolucién de ASA en tabletas, cumpliendo con los criterios minimos sugeridos en la NOM
177 SSA1- 1997, Guia de Validacion del Colegio Nacional de Quimicos farmacéuticos
bidlogos e ICH Q2(R1) .

El método PLS, es un método adecuado para el andlisis de muestras, en este caso es
idéneo para determinar ASA sin la necesidad de un tratamiento previo de la muestra
analitica, ya que elimina o controla los factores de variabilidad como las interferencias
causadas por el acido salicilico y con ello mejora la precisién y la exactitud, sin embargo no
es oportuno su uso cuando existen problemas de interacciones.

Se pudieron caracterizar y evaluar adecuadamente los perfiles de disolucion de ASA en
tabletas de liberacion inmediata de un producto de prueba y del producto de referencia en
el aparato IV USP, encontrando un factor de similitud que se encuentra dentro del rango
establecido en la NOM 177 SSA1-1998.

Se realizd una comparacion de los perfiles de disolucién del aparato Il y IV USP,
demostrando que el aparato IV contribuye con mayor informacidn acerca de la liberacién
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de los principios activos, aportando datos como los pardmetros de comparacién mas
estrictos, los cuales se implican un mayor acercamiento a los estudios de bioequivalencia.

Se logré determinar la equivalencia genérica entre el producto de prueba y el producto de
referencia.
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8.- ABREVITURAS

ABC
ASA

Crnax
| i
RSD

EMEA
f2

IR

ER

RR

FDA

FEUM

IC

ICH

ICH Q2 (R1)

INVIC
IUPAC

min.
MCP
Hug

NOM
PLS

SAL
uspP

DMS

Area bajo la curva

Acido acetilsalicilico

Ordenada al origen

Concentracion

Concentracién maxima

Coeficiente de variacion

Diferencia de medias

Desviacion estandar relativa (equivalente a C.V.)
Constante de absortividad

European Medicines Agency

Factor similitud

Liberacion inmediata

Liberacion extendida

Liberacion retardada

Food and drugs administration

Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos
Intervalo de confianza

International Conference On Harmonisation
International Conference on Harmonisation of Technical Requirements for
Registration of Pharmaceuticals for Human Use: Validation of Analytical
Procedures: Text and Methodology

Correlacién in vivo in vitro

International Union of Pure an Aplied Chemestry
Constante de absorcion

Longitud de onda

Minutos

Minimos cuadrados parciales

Microgramos

Normal

Norma Oficial Mexicana

Minimos cuadrados parciales

Desviacion estandar

Acido salicilico

United States Pharmacopeia

Promedio

Diferencia minima significativa
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ANEXO1

PNO para preparacion de la solucion de HCIO.1N.

1. Se Colocar 250mL de agua desionizada en un matraz volumétrico de 1000mL.

2. Adicionar con ayuda de una pipeta graduada 8.5mL de HCl concentrado.

3. Agitar ligeramente el matraz.

4. Adicionar aproximadamente 600mL de agua desionizada.

5. Medir el pH con el potenciometro (pH 1.2).

6. Ajustar el pH si es necesario para obtener un pH de 1.2 con HCl concentrado o con NaOH 1N.
7. Llevar a la marca de aforo con agua desionizada

ANEXO 2

PNO para la curva de calibracién para contenido de ASA

1. Se pesé 50g de estandar de ASA con ayuda de un pesamuestras.

1.1. Se pasé a un matraz aforado de 250mL y se lavé el pesamuestras con 3mL de etanol por
triplicado dejando caer el etanol en el matraz.
1.2. Se agito el matraz ligeramente por 2min hasta disolver el estandar de ASA.
1.3. Se volvié el pesamuestra con 5mL de HCI 0.1N por triplicado.
1.4. Se llevo a la marca de aforo con HCI 0.1N (solucion A).
2. Se pesd 20mg de acido salicilico con ayuda de un pesamuestra.

2.1. Se pasd a un matraz aforado de 100mL y se lavd el pesamuestras con 3mL de etanol por
triplicado dejando caer el etanol en el matraz.

2.2. Se agito el matraz ligeramente por 2min hasta disolver el estandar de ASA.

2.3. Se volvio el pesamuestra con 5mL de HCI 0.1N por triplicado.

2.4. Se llevé a la marca de aforo con HCI 0.1N (solucién B).

3. De la solucion B tomar 6mL con una pipeta volumétrica y pasar a un matraz volumétrico de
100mL.

3.1. Llevar a la marca de aforo con una solucién de HCI 0.1N (solucién C).
4. Se procedio a la preparacién de la curva de calibracidn en base a la siguiente tabla:
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Tabla 62. Procedimiento para la preparacidn de los sistemas para curva de calibracién para
determinar contenido de ASA en tabletas.

Sistema mL de ASA C.de ASA mL de Ac. Salicilico C. de Ac. Salicilico pg/mL VD ¢
(solucién A) ug/mL (solucién C) aforo (mL)

1 6 1 4 25

2 6 48 2 0.9 25

3 6 3 1.4 25

6 5 1 4 25

7 5 40 2 0.9 25

8 5 3 1.4 25

9 4 1 4 25

10 4 32 2 0.9 25

11 4 3 1.4 25

12 3 1 4 25

13 3 24 2 0.9 25

14 3 3 1.4 25

15 2 1 4 25

16 2 16 2 0.9 25

17 2 3 1.4 25
ANEXO 3

PNO para la curva de calibracién para evaluacion de perfiles de disolucion de tabletas de ASA

1.

2.

Se pesd 50g de estandar de ASA con ayuda de un pesamuestras.

1.1. Se paso a un matraz aforado de 250mL y se lavd el pesamuestras con 3mL de etanol por
triplicado dejando caer el etanol en el matraz.

1.2. Se agito el matraz ligeramente por 2min hasta disolver el estandar de ASA.

1.3. Se volvié el pesamuestra con 5mL de HCI 0.1N por triplicado.

1.4. Se llevd a la marca de aforo con HCI 0.1N (solucién A).

Se pes6 40mg de acido salicilico con ayuda de un pesamuestra.

2.1. Se paso6 a un matraz aforado de 250mL vy se lavo el pesamuestras con 3mL de etanol por
triplicado dejando caer el etanol en el matraz.

2.2. Se agito el matraz ligeramente por 2min hasta disolver el estandar de ASA.

2.3. Se volvio el pesamuestra con 5mL de HCI 0.1N por triplicado.

2.4. Se llevé a la marca de aforo con HCI 0.1N (solucion B).

De la solucion B tomar 6mL con una pipeta volumétrica y pasar a un matraz volumétrico de
100mL.
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3.1. Llevar a la marca de aforo con una solucién de HCI 0.1N (solucién C).

4. Se procedid a la preparacién de la curva de calibracion en base a la siguiente tabla:

Tabla 63. Procedimiento de preparacidn de los sistemas para curva de calibracién para evaluar
perfiles de disolucidén.

Sistema mL de ASA C. de ASA
(solucidn A) pg/mL (solucién C)
1 8 1
2 8 64 2
3 8 3
6 5 1
7 5 40 2
8 5 3
9 4 1
10 4 32 2
11 4 3
12 3 1
13 3 24 2
14 3 3
15 2 1
16 2 16 2
17 2 3
18 0.5 1
19 0.5 4 2
20 0.5 3
ANEXO 4

PNO para preparacion de la solucion de HCI0.1N.

No vk wNpe

mL de Ac. Salicilico

C. de Ac. Salicilico pg/mL

4
0.9
1.4

4
0.9
1.4

4
0.9
1.4

4
0.9
1.4

4
0.9
1.4

4
0.9
1.4

Se Colocar 250mL de agua desionizada en un matraz volumétrico de 1000mL.

Adicionar con ayuda de una pipeta graduada 8.5mL de HCl concentrado.

Agitar ligeramente el matraz.

Adicionar aproximadamente 600mL de agua desionizada.

Medir el pH con el potenciémetro (pH 1.2).

Volumen de
aforo (mL)
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25

Ajustar el pH si es necesario para obtener un pH de 1.2 con HCI concentrado o con NaOH 1N.

Llevar a la marca de aforo con agua desionizada.
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ANEXO 5
PNO para la curva de calibracién para contenido de ASA

1. Se pesé 50g de estandar de ASA con ayuda de un pesamuestras.

1.1. Se pasé a un matraz aforado de 250mL y se lavd el pesamuestras con 3mL de etanol por
triplicado dejando caer el etanol en el matraz.

1.2. Se agito el matraz ligeramente por 2min hasta disolver el estandar de ASA.

4.1. Se volvio el pesamuestra con 5mL de HCI 0.1N por triplicado.

4.2. Se llevd a la marca de aforo con HCI 0.1N (solucién A).

2. Se pesd 20mg de 4cido salicilico con ayuda de un pesamuestra.
2.1. Se paso a un matraz aforado de 100mL y se lavé el pesamuestras con 3mL de etanol por
triplicado dejando caer el etanol en el matraz.
2.2. Se agito el matraz ligeramente por 2min hasta disolver el estandar de ASA.
2.3. Se volvid el pesamuestra con 5mL de HCI 0.1N por triplicado.

2.4. Se llevé a la marca de aforo con HCI 0.1N (solucién B).

3. De la solucién B tomar 6mL con una pipeta volumétrica y pasar a un matraz volumétrico de
100mL.

3.1. Llevar a la marca de aforo con una solucién de HCI 0.1N (solucién C).

4. Se procedio a la preparacién de la curva de calibracidn en base a la siguiente tabla:
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Tabla 64.Procedimiento para la preparacién de los sistemas para curva de calibracién para
determinar contenido de ASA en tabletas.

Sistema mL de ASA C. de ASA mL de Ac. Salicilico C. de Ac. Salicilico pg/mL LEATCC
(solucion A) ug/mL (solucion C) aforo (mL)
1 6 1 4 25
2 6 48 2 0.9 25
3 6 3 1.4 25
6 5 1 a 25
7 5 40 2 0.9 25
8 5 3 1.4 25
9 4 1 a 25
10 4 32 2 0.9 25
11 4 3 1.4 25
12 3 1 4 25
13 3 24 2 0.9 25
14 3 3 1.4 25
15 2 1 4 25
16 2 16 2 0.9 25
17 2 3 1.4 25
ANEXO 6

PNO para la curva de calibracidon para evaluacidon de perfiles de disolucién de tabletas de ASA

1.

2.

Se peso 50g de estandar de ASA con ayuda de un pesamuestras.

1.1. Se paso a un matraz aforado de 250mL y se lavd el pesamuestras con 3mL de etanol por
triplicado dejando caer el etanol en el matraz.

1.2. Se agito el matraz ligeramente por 2min hasta disolver el estandar de ASA.

1.3. Se volvié el pesamuestra con 5mL de HCI 0.1N por triplicado.

1.4. Se llevd a la marca de aforo con HCI 0.1N (solucién A).

Se pesd 40mg de acido salicilico con ayuda de un pesamuestra.

2.1. Se pasd a un matraz aforado de 250mL y se lavo el pesamuestras con 3mL de etanol por
triplicado dejando caer el etanol en el matraz.

2.2. Se agito el matraz ligeramente por 2min hasta disolver el estandar de ASA.

2.3. Se volvio el pesamuestra con 5mL de HCI 0.1N por triplicado.

2.4. Sellevo a la marca de aforo con HCI 0.1N (solucién B).

De la solucién B tomar 6mL con una pipeta volumétrica y pasar a un matraz volumétrico de
100mL.

3.1. Llevar a la marca de aforo con una solucién de HCI 0.1N (soluciéon C).
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4. Se procedio a la preparacién de la curva de calibracidn en base a la siguiente tabla:

Tabla 65. Procedimiento de preparacidn de los sistemas para curva de calibracién para evaluar
perfiles de disolucion.

Sistema mL de ASA C. de ASA mL de Ac. Salicilico C. de Ac. Salicilico pg/mL LEATCC
(solucion A) pg/mL (solucion C) aforo (mL)
1 8 1 4 25
2 8 64 2 0.9 25
3 8 3 1.4 25
6 5 1 a 25
7 5 40 2 0.9 25
8 5 3 1.4 25
9 4 1 a 25
10 4 32 2 0.9 25
11 4 3 1.4 25
12 3 1 4 25
13 3 24 2 0.9 25
14 3 3 1.4 25
15 2 1 4 25
16 2 16 2 0.9 25
17 2 3 1.4 25
18 0.5 1 4 25
19 0.5 4 2 0.9 25
20 0.5 3 1.4 25
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ANEXO 7.

Tabla 66. Resultados de absorbancia a las diferentes longitudes de onda para curva de calibracion linealidad del sistema para evaluacién de perfiles

de disolucion.

Sistema ‘ Absorbancias ‘
[ASA] Abs(284) Abs(279) Abs(275.6) Abs(274) Abs(270) Abs(266) Abs(259) Abs(256.6) Abs(254) = Abs(242) Abs(239) @ Abs(234) | Abs(230) = Abs(229)
S1 4.0344 | 0.48684 0.0191 0.0251 0.0278 0.0279 0.0272 0.0243 0.0197 0.0164 0.0166 0.0189 0.0962 0.1355 0.1903 0.2108 0.2122 0.1709 0.1581
S2 4.0344 | 0.48684 0.019 0.025 0.0285 0.0282 0.0277 0.0245 0.0203 0.0157 0.0168 0.019 0.0952 0.1345 0.1894 0.2115 0.2126 0.1718 0.1593
S3 4.0344 | 0.48684 0.018 | 0.0245 | 0.0277 0.0275 | 0.0272 | 0.0237 | 0.0193 | 0.0154 0.0159 | 0.0182 | 0.0958 | 0.1349 | 0.1899 | 0.2109 | 0.2123 0.171 | 0.1578
sS4 4.0344 | 0.97368 0.0271 0.0321 0.0332 0.032 0.0308 0.0269 0.0218 0.0174 0.0184 0.0219 0.1228 0.1689 0.2273 0.2468 0.247 0.1988 0.1857
S5 4.0344 | 0.97368 0.0274 0.0314 0.0324 0.0315 0.0309 0.0271 0.0217 0.0183 0.0196 0.022 0.1204 0.164 0.2198 0.2382 0.2382 0.1923 0.1802
S6 4.0344 | 0.97368 | 0.0281 | 0.0327 | 0.0336 0.0322 | 0.0313 | 0.0275 | 0.0227 | 0.0191 0.0201 0.023 | 0.1222 | 0.1664 | 0.2212 | 0.2384 | 0.2381 | 0.1914 | 0.1796
S7 4.0344 | 1.46052 0.0378 0.0402 0.0389 0.0369 0.0353 0.0309 0.0254 0.0211 0.0226 0.0269 0.1485 0.1982 0.2535 0.2671 0.266 0.2128 0.2022
S8 4.0344 | 1.46052 0.037 0.0391 0.0379 0.0355 0.0342 0.03 0.024 0.0199 0.0216 0.0248 0.1456 0.1953 0.2499 0.262 0.261 0.206 0.1937
S9 4.0344 | 1.46052 0.038 | 0.0402 | 0.0388 0.0364 0.035 | 0.0307 | 0.0254 | 0.0206 0.0226 | 0.0258 0.148 | 0.1983 | 0.2534 | 0.2662 | 0.2651 | 0.2118 | 0.2008
S10 16.1376 | 0.48684 | 0.0516 0.085 | 0.1022 0.1053 | 0.1042 | 0.0939 | 0.0801 | 0.0635 0.0651 | 0.0709 | 0.3107 | 0.4533 | 0.6691 | 0.7636 0.773 | 0.6325 | 0.5803
S11 16.1376 | 0.48684 0.0534 0.0865 0.1044 0.1072 0.1057 0.095 0.0805 0.0644 0.0654 0.072 0.3143 0.4578 0.6754 0.7711 0.7793 0.6375 0.5855
512 16.1376 | 0.48684 | 0.0579 | 0.0914 | 0.1091 0.112 | 0.1102 | 0.1002 | 0.0856 | 0.0697 0.0709 | 0.0773 0318 | 04609 | 0.6771| 0.7711| 0.7809 | 0.6399 0.588
S13 16.1376 | 0.97368 | 0.0645 | 0.0949 | 0.1106 0.1126 | 0.1105| 0.0995 | 0.0849 | 0.0689 0.0704 | 0.0788 | 0.3402 | 0.4874 | 0.7017 | 0.7913 | 0.7996 | 0.6541 0.6044
S14 16.1376 | 0.97368 | 0.0647 | 0.0951 | 0.1117 0.1142 | 0.1117 | 0.1002 | 0.0853 | 0.0691 0.0709 | 0.0784 | 0.3443 | 04937 | 07127 | 0.8056 | 0.8143 | 0.6664 | 0.6154
S15 16.1376 | 0.97368 | 0.0661 | 0.0966 | 0.1125 0.1145 | 0.1122 | 0.1012 | 0.0868 | 0.0706 0.0722 0.08 | 0.3433 | 0.4913 | 0.7077 | 0.7977 0.806 | 0.6602 0.6097
516 16.1376 | 1.46052 0.071 0.099 | 0.1124 0.1131 | 0.1105| 0.0986 | 0.0831 | 0.0664 0.0683 | 0.0767 | 0.3601 0.512 0.727 | 0.8119 | 0.8189 | 0.6649 0.6144
517 16.1376 | 1.46052 | 0.0725| 0.1008 | 0.1141 0.115| 0.1122| 0.1002 | 0.0847 | 0.0683 0.0703 | 0.0786 | 0.3623 | 0.5144 | 0.7295| 0.8146 | 0.8211| 0.6651 0.615
518 16.1376 | 1.46052 | 0.0714 | 0.0994 | 0.1129 0.1144 | 0.1116| 0.0993 | 0.0838 | 0.0669 0.069 | 0.0775| 03623 | 0.5154 | 0.7307 | 0.8159 0.824 | 0.6673 0.6158
S19 24.2064 | 0.48684 | 0.0758 | 0.1254 | 0.1521 0.1576 | 0.1554 | 0.1398 | 0.1189 | 0.0952 0.0963 | 0.1057 0.453 | 0.6631 | 0.9801 | 1.1208 | 1.1343 | 0.9308 0.8531
S20 24.2064 | 0.48684 | 0.0767 | 0.1268 | 0.1529 0.1586 | 0.1556 | 0.1402 | 0.1191 | 0.0957 0.0971 0.106 | 04539 | 0.6635| 0.9818 | 1.1227 1137 | 0.9337 0.8575
S21 24.2064 | 0.48684 | 0.0775| 0.1273 | 0.1545 0.1594 | 0.1569 | 0.1423 | 0.1214 | 0.0975 0.099 | 0.1085| 04561 | 0.6647 | 0.9836| 1.1224| 1.1384| 0.9351 0.8591
522 24.2064 | 0.97368 | 0.0855 | 0.1335 0.158 0.1623 | 0.1592 | 0.1427 | 0.1212 | 0.0974 0.0991 | 0.1096 | 0.4798 | 0.6952 | 1.0138 | 1.1517 | 1.1628 | 0.9532 0.8768
S23 24.2064 | 0.97368 | 0.0903 | 0.1386 | 0.1632 0.1676 0.164 0.148 | 0.1264 | 0.1029 0.1049 | 0.1146| 0.4859 | 0.7024 | 1.0216 | 1.1586 | 1.1704| 0.9607 0.8855
Sz 24.2064 | 0.97368 | 0.0855 | 0.1329 | 0.1575 0.1615 | 0.1583 | 0.1421 | 0.1201 | 0.0958 0.0976 | 0.1076 | 0.4783 | 0.6939 1.012 1148 | 1.1595| 0.9504 | 0.8759
$25 24.2064 | 1.46052 | 0.0967 | 0.1412 | 0.1638 0.1668 | 0.1637 | 0.1461 | 0.1238 | 0.0998 0.1018 | 0.1131 0.504 | 0.7228 | 1.0404 1172 | 1.1821 | 0.9663 0.8912
S26 24.2064 | 1.46052 | 0.0936 | 0.1383 | 0.1609 0.1635 | 0.1604 | 0.1431 0.121 | 0.0965 0.0984 | 0.1098 | 0.5001 | 0.7191 | 1.0362 | 1.1655| 1.1765| 0.9605 0.8852
S27 24.2064 | 146052 | 0.0934 | 0.1386 | 0.1617 0.1643 | 0.1606 | 0.1434 | 0.1211 | 0.0963 0.0984 | 0.1094 | 0.5005 | 0.7196 1038 | 11692 | 1.1789| 0.9619 | 0.8869
528 32.2752 | 0.48684 | 0.1009 | 0.1667 | 0.2041 0.2108 | 0.2075 0.187 | 0.1589 | 0.1261 0.1282 | 0.1403 | 0.5985 | 0.8758 | 1.2959 | 1.4755 | 1.4948 | 1.2281 1.1272
529 32.2752 | 0.48684 0.101 | 0.1677 | 0.2035 0.2108 | 0.2069 | 0.1863 0.159 | 0.1266 0.1285 | 0.1405| 0.5975 | 0.8741 | 1.2926 | 1.4727 | 1.4901 | 1.2275 1.1276
S30 32.2752 | 0.48684 | 0.1034 | 0.1703 | 0.2071 0.2138 | 0.2105| 0.1902 | 0.1624 | 0.1304 0.1324 | 0.1447| 0.6035| 0.8802 | 1.2992 | 1.4799 | 1.4972| 1.2338 1.1355
$31 32.2752 | 0.97368 | 0.1102 | 0.1747 | 0.2087 0.2139 | 0.2108 0.189 0.16 | 0.1279 0.1298 | 0.1427 | 0.6225 | 0.9049 | 13217 | 1.4978 | 1.5145| 1.2417 1.1419
$32 32.2752 | 0.97368 | 0.1104 | 0.1747 | 0.2087 0.2143 | 0.2106 0.189 | 0.1606 | 0.1285 0.13| 0.1434| 0.6243 | 09062 | 1.3216 | 1.4968 | 1.5138 | 1.2419 1.1422
$33 32.2752 | 0.97368 0.111| 0.1744| 0.2087 0.2143 | 0.2104| 0.1889 | 0.1606 | 0.1279 0.13 | 0.1432 0.622 | 0.9031 | 1.3182| 1.4927 | 1.5071| 1.2407 1.1443
S34 32.2752 | 146052 | 0.1178 | 0.1791 | 0.2109 02152 | 0.2105| 0.1885| 0.1593 | 0.1264 01291 | 0.1433 | 0.6445| 0.9302 1345| 15151 | 1.5329| 1.2498 1.1493
S35 32.2752 | 1.46052 | 0.1185| 0.1802 | 0.2113 0.2153 0211 | 0.1883 | 0.1593 | 0.1262 0.1288 | 0.1425 | 0.6437 0.93 1345 | 15136 | 1.5267 | 1.2519 1.1506
S36 32.2752 | 146052 | 0.1167 | 0.1782 | 0.2093 0.2145| 0.2099 | 0.1871 | 0.1585| 0.1255 0128 | 0.1422| 06435| 0.9295| 1.3441| 15107 | 1.5275| 1.2501 1.1517
S37 40.344 | 048684 | 0.1235| 0.2061 | 0.2506 0.2593 0.255| 0.2294| 0.1949 | 0.1546 0.1566 | 0.1725| 0.7393 | 1.0798 1583 | 17906 | 1.8103 | 1.4998 1.3818
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40.344 | 0.48684 0.1247 0.2058 0.2505 0.2591 0.2551 0.2295 0.1944 0.1548 0.1568 0.1723 0.7398 1.0791 1.5829 1.7877 1.8109 1.5009 1.3822
40.344 | 0.48684 0.1271 0.209 0.2538 0.2618 0.2575 0.2315 0.1972 0.1569 0.159 0.1748 0.7417 1.0817 1.5849 1.7922 1.8109 1.5033 1.3847
40.344 | 0.97368 0.1334 0.2137 0.2562 0.2626 0.2586 0.2315 0.1963 0.156 0.1582 0.1745 0.7616 1.1064 1.6059 1.807 1.8255 1.5116 1.3951
40.344 | 0.97368 0.1327 0.2124 0.2545 0.2614 0.2565 0.2296 0.1943 0.1541 0.1559 0.1728 0.7618 1.104 1.6069 1.8047 1.8242 1.5068 1.3883
40.344 | 1.46052 0.1351 0.2152 0.2569 0.2646 0.2593 0.2331 0.1983 0.1572 0.1599 0.1766 0.7661 1.1112 1.6134 1.8127 1.832 1.5157 1.3966

40.344 | 1.46052 0.1423 0.2196 0.2599 0.2659 0.2608 0.2335 0.1967 0.1568 0.1587 0.1759 0.7879 1.138 1.6357 1.8313 1.8484 1.5254 1.4072

40.344 | 1.46052 0.1437 0.2203 0.2603 0.2668 0.261 0.2335 0.1983 0.1577 0.1602 0.1778 0.789 1.1384 1.6374 1.8327 1.8498 1.5273 1.4087

40.344 | 1.46052 0.1435 0.2201 0.261 0.2665 0.2613 0.2336 0.1977 0.1576 0.1601 0.1777 0.7897 1.139 1.6361 1.8281 1.8471 1.5262 1.4064
64.5504 | 0.48684 0.2006 0.3321 0.4043 0.4174 0.4107 0.3682 0.3142 0.2497 0.253 0.278 1.1662 1.676 2.2865 2.4309 2.4379 2.1782 2.0457
64.5504 | 0.48684 0.1987 0.3317 0.4028 0.416 0.409 0.3674 0.3124 0.2484 0.251 0.2758 1.1675 1.6815 2.2914 2.4311 2.4322 2.174 2.0514
64.5504 | 0.48684 0.1995 0.332 0.4033 0.4157 0.4095 0.3676 0.3127 0.2486 0.2516 0.2768 1.1688 1.6888 2.3399 2.5044 2.4897 2.2111 2.0653
64.5504 | 0.97368 0.2098 0.3394 0.4084 0.4202 0.4126 0.37 0.3149 0.2507 0.2542 0.2795 1.191 1.7036 2.2911 2.4278 2.4348 2.1747 2.0518
64.5504 | 1.46052 0.209 0.3392 0.408 0.4203 0.4134 0.3707 0.3154 0.2507 0.2533 0.2793 1.1923 1.7032 2.3009 2.462 2.5014 2.2337 2.0979
64.5504 | 1.46052 0.2099 0.3397 0.4092 0.4215 0.4141 0.3706 0.3157 0.2513 0.2541 0.2801 1.1976 1.7184 2.3546 2.5178 2.5195 2.2366 2.0989
64.5504 | 1.46052 0.2203 0.3471 0.4134 0.4246 0.4166 0.373 0.3167 0.2519 0.2555 0.2821 1.2151 1.7265 2.2926 2.4062 2.4132 2.1684 2.055
64.5504 | 1.46052 0.2214 0.3476 0.4143 0.4257 0.4171 0.3746 0.3181 0.2543 0.2577 0.2845 1.214 1.7247 2.2888 2.4098 2.4158 2.1675 2.048
64.5504 | 1.46052 0.221 0.3478 0.4142 0.4243 0.4171 0.3745 0.3185 0.2541 0.2571 0.2844 1.214 1.7247 2.2871 2.4093 2.4151 2.1708 2.0484
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Tabla 67. Resultados de absorbancia para evaluacidn del sistema para el método para evaluacion de perfiles de disolucidn.

ABSORBANCIAS
Abs(284)  Abs(279)  Abs(275.6) Abs(274)  Abs(270)  Abs(266)  Abs(259)  Abs(256.6) Abs(254)  Abs(242)  Abs(239)  Abs(234)  Abs(230)  Abs(229)  Abs(220)  Abs(218)
s1 16.1216]  0.48384] 0.0516 0.0858 0.1033 0.1067 0.105) 0.0943 0.08 0.0629 0.0631 0.0697 0.3052 0.448 0.664] 0.7602 0.7696 0.6289 0.5762
s2 16.1216]  0.48384] 0.0511 0.0852 0.1023 0.1054] 0.1037 0.0935 0.0792 0.0626 0.0627 0.0689 0.3042 0.4463 0.6613 0.7583 0.768) 0.6278 0.5753
s3 16.1216]  0.48384] 0.0516 0.0854] 0.1028 0.1057 0.1048 0.0932 0.0801 0.0634] 0.064] 0.0701 0.3058 0.4461 0.6619 0.7571 0.7674] 0.628 0.5754]
s4 16.1216]  0.96768 0.0617 0.0932 0.1085 0.1107 0.1084] 0.0966 0.0823 0.0656 0.0664] 0.0739 0.3313 0.478 0.6946 0.7862 0.7938 0.6477 0.5955
5 16.1216]  0.96768] 0.0638 0.095 0.1106 0.1125 0.1106 0.099 0.0848 0.0681 0.0691 0.0762 0.3342 0.4821 0.6983 0.7895 0.7987 0.6526 0.601
6 16.1216]  0.96768| 0.0638 0.0953 0.1114] 0.1131 0.1109 0.0998 0.0854] 0.0683 0.0694] 0.0765 0.3367 0.4848 0.7023 0.7934] 0.8031 0.6568 0.6037
s7 16.1216] 1.45152) 0.07] 0.0993 0.1124] 0.1135 0.1109 0.0989 0.0839 0.0667 0.0677 0.0758 0.3533 0.5046 0.7195 0.8061 0.8148 0.6613 0.6109
8 16.1216] 1.45152| 0.0719 0.1006 0.1139 0.115 0.1121 0.099 0.0839 0.0663 0.0677 0.0765 0.3588 0.5117 0.7281 0.8154] 0.8224] 0.6686 0.6169
s9 16.1216] 1.45152) 0.0725 0.1008 0.1146 0.1159 0.1128 0.1004] 0.0853 0.0684] 0.07] 0.0788 0.3574] 0.5083 0.7246 0.812 0.8211 0.6683 0.6166
510 24.1824]  0.48384] 0.075) 0.1254] 0.1528 0.1588 0.1559 0.1402 0.1201 0.0953 0.0963 0.1055 0.4485 0.6576 0.978] 1.1207 1.1367 0.9348 0.8574]
s11 24.1824]  0.48384] 0.077 0.1278 0.1549) 0.1605 0.1581] 0.1427 0.1225) 0.0983 0.0992) 0.1085 0.4509) 0.6599 0.9808 1.1234 1.1396 0.9367 0.8606
s12 24.1824]  0.48384] 0.0766 0.1274] 0.1548 0.1598 0.1576 0.1422 0.1219 0.0972 0.0982 0.1079 0.4512 0.6603 0.9811 1.1236 1.1392 0.9372 0.859
K] 24.1824]  0.96768] 0.0844] 0.1327 0.1581 0.162 0.1592 0.1428 0.1214] 0.0962 0.0974] 0.1076 0.4724] 0.6874] 1.0077) 1.1466 1.161 0.9508 0.8734]
s14 24.1824] 096768 0.084] 0.1318 0.1564] 0.1608 0.1581 0.1417 0.1209 0.0961 0.0971 0.1072 0.469) 0.6826 1.0001] 1.1378 1.1526 0.943 0.8664]
s15 24.1824]  0.96768] 0.085) 0.1327 0.1583 0.1625 0.1601 0.1435 0.1228 0.0977 0.099) 0.1092 0.4739 0.6876 1.0075 1.1471 1.1609 0.9515 0.8735
s16 24.1824 1.45152 0.0941] 0.1389 0.1623) 0.1648 0.1615) 0.1442 0.1221] 0.0971 0.0981] 0.1096 0.4965) 0.7165 1.0341 1.1651 1.1782 0.9612 0.8851
s17 24.1824 1.45152] 0.092] 0.1376 0.1607 0.1631 0.1599 0.1429 0.1213 0.0959 0.0975 0.1082 0.4937 0.7119 1.0302 1.1626 1.1748 0.9578 0.8802
s18 24.1824 1.45152) 0.0943 0.1403 0.1629 0.1657 0.1627 0.1452 0.1239 0.0991 0.1007 0.112 0.4979 0.7149 1.0331 1.1654 1.1786 0.9627 0.8858
s19 32.2432 0.48384] 0.0976 0.1647 0.2019 0.2095 0.2054] 0.1842 0.1579 0.1251 0.1259 0.1388 0.5892 0.8635 1.2827 1.4653 1.4882 1.2247 1.1223
20 32.2432 0.48384] 0.0977 0.1649 0.2018 0.2089 0.2055 0.1849 0.1578 0.125 0.1262 0.1385 0.5885 0.8629 1.2797 1.4632 1.4825 1.2208 1.1182
s21 32.2432 0.48384] 0.0976, 0.1649 0.2012) 0.2085 0.2054] 0.1845 0.1571 0.1249 0.1255 0.1379 0.5886 0.8631 1.281 1.4649 1.4829 1.2204 1.1189
522 32.2432 0.96768| 0.1052 0.1705 0.2046 0.2108 0.2069 0.1853 0.1578 0.1251 0.1265 0.1399 0.6101 0.8874] 1.3035 1.4779 1.4957 1.2289 1.1279
s23 32.2432 0.96768| 0.106] 0.1712 0.2057 0.2116 0.2079 0.1861 0.1587 0.1256 0.1267 0.1401 0.6121 0.8922 1.3083 1.4853 1.5029 1.2355 1.1397
s24 32.2432 0.96768| 0.1055 0.1705 0.205] 0.2107 0.2072 0.1855 0.158) 0.1251 0.1262 0.1397 0.6109 0.8902 1.3062 1.4823 1.5005 1.2308 1.1301
s25 32.2432) 1.45152] 0.1151 0.1779 0.2098 0.2147 0.2108 0.1881 0.16] 0.1265 0.1282 0.1426 0.6344] 0.9179 1.3336 1.5057 1.523 1.2478 1.147
26 32.2432) 1.45152] 0.1157 0.178 0.2099 0.2153 0.2108 0.1885 0.1602 0.1272 0.1284] 0.1433 0.6354] 0.9184] 1.334] 1.5061 1.5223 1.2478 1.1492
527 32.2432 1.45152 0.1159) 0.1789 0.211 0.2163 0.2117] 0.1899 0.1612) 0.1282 0.1293] 0.1439 0.6374) 0.9214 1.3382 1.5126 1.5282 1.2533 1.1538
528 40.304]  0.48384] 0.1232 0.2077 0.2539 0.2628 0.2591 0.2332 0.1993 0.1587 0.1604] 0.1752 0.733] 1.0732 1.5824 1.7974 1.8184 1.5115 1.3905
529 40.304]  0.48384] 0.1217 0.2059 0.2518 0.2603 0.2565 0.2307 0.1976 0.1572 0.158] 0.173 0.7292 1.0684 1.5794 1.7954 1.8158 1.5069 1.3846
30 40.304]  0.48384] 0.1232 0.2075 0.2536 0.2621 0.2584] 0.232 0.1988 0.1577 0.1592 0.1747 0.7337 1.0744 1.5863 1.8001 1.8221 1.5132 1.3912
s31 40.304]  0.96768] 0.1315 0.2138 0.2574] 0.2659 0.2612 0.2341 0.1998 0.1584] 0.16] 0.1766 0.7569 1.1024 1.6116 1.8228 1.8412 1.5272 1.4067
s32 40.304]  0.96768| 0.1346] 0.2172 0.2614] 0.2695 0.265 0.239 0.2038 0.1636 0.1652) 0.1821 0.7634] 1.1085 1.6146 1.8259 1.845 1.5299 1.4107
33 40.304]  0.96768| 0.1339 0.2157 0.2597 0.268 0.2632 0.2369 0.2022 0.162 0.1634] 0.1806 0.76) 1.1039 1.6033 1.8081 1.8288 1.5174 1.3974
s34 40.304] 1.45152) 0.1438 0.2235 0.2651 0.2717 0.2671 0.2391 0.205] 0.1646 0.1661 0.1838 0.7845 1.134] 1.6376 1.8372 1.8546 1.5368 1.4173
35 40.304] 1.45152) 0.1454] 0.2248 0.2667 0.2737 0.2688 0.2412 0.2064] 0.1657 0.1676 0.1853 0.7886 1.1389 1.6441 1.8505 1.8633 1.5474 1.4251
36 40.304] 1.45152] 0.147] 0.2265 0.2687 0.2748 0.2704] 0.2424] 0.2083 0.1676 0.1701 0.1876 0.7904] 1.1392 1.6419 1.8421 1.8605 1.5433 1.4238
37 48.3648 0.48384] 0.151 0.2512 0.3061] 0.3168 0.3125) 0.2814 0.2414] 0.194 0.1957, 0.2141 0.8799) 1.2806 1.8603 2.0833 2.1018 1.773 1.6389
38 48.3648 0.48384] 0.1504] 0.2502 0.3052 0.3154] 0.3109 0.2802 0.2403 0.1935 0.195] 0.2136 0.8771 1.2771 1.8587 2.0804] 2.1063 1.7659 1.6309
s39 48.3648 0.48384] 0.1529 0.2537 0.3084] 0.3199 0.3146 0.2842 0.2457 0.1979 0.1994] 0.2171 0.8848 1.2887 1.8747 2.098 2.1215 1.7865 1.6483
s40 48.3648 0.96768| 0.1584] 0.2568 0.3088 0.3183 0.3127 0.2808 0.2402 0.1915 0.1938 0.2131 0.9015 1.3052 1.8841 2.0933 2.1132 1.7792 1.6467
s41 48.3648 0.96768| 0.1546 0.2522 0.3037 0.3131 0.3073 0.2757 0.2345 0.1856 0.1877 0.2073 0.8964] 1.3018 1.8789 2.0948 2.1121 1.7802 1.6429
s42 48.3648]  0.96768 0.1543) 0.2525 0.3039) 0.313 0.3073) 0.2755 0.2346, 0.1859 0.1879) 0.2077 0.897 13018 1.8781 2.0917 2.1105 1.7757 1.6416
543 48.3648| 1.45152) 0.1644] 0.2594] 0.3084] 0.3161 0.3102 0.2776 0.2359 0.187 0.1892 0.2092 0.9195 1.3283 1.9008 2.1111 2.1301 1.7878 1.6549
s44 48.3648 1.45152) 0.1635 0.2594] 0.3087 0.3172 0.3113 0.2782 0.2363 0.1873 0.1894] 0.21 0.9213 1.3308 1.9009 2.1126 2.1276 1.7908 1.657
45 48.3648 1.45152) 0.1653 0.2608 0.3104] 0.3187 0.3126 0.2801 0.238) 0.1887 0.1912 0.2114] 0.9228 1.3332 1.9036 2.1095 2.1257 1.7879 1.6558
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Tabla 68. Resultados de absorbancias para precision y exactitud del sistema para método para evaluacion de perfiles de disolucion.

ABSORBANCIAS
Abs(284)  [Abs(279) [Abs(275.6) [Abs(274) |abs(270) [abs(266) [Abs(259) [Abs(256.6) [Abs(254) [abs(242) |abs(239) [abs(234) [Abs(230) [Abs(229) |[abs(220) [abs(218)
m11 sg78dl 04818 0147|0243  o30es| 0387|0341 02837 02437  oa9ss| ot o2se] syl 12737 1ssis| 20678 20899 1773 16393
m1.2 82784l oss18  oawr]l  02%2) 03102 03w o3| oosrsl o245 0a997]  ooos| 0200  osmer|  1o79|  1sena|  20ses]  210m  17sm] 16482
ml3 82784 04818 o147l  o02517]  o03088|  03w6] 03168  02868] 0262 01978 o01097] 02183  osme| 12773 1sses|  2o0ms| 20093  17s08] 1646
mL4 82784 04818 oaa7]  o02s16)  o30ss| o311 03167  o2sel]  o2es| 01983  o1o08|  021s4]  osmes] 12794  1seer|  20968]  21169]  178s9] 16511
m15 82784 04818 01498  02536]  o03101] 0329|0317 o287 o247  o01988]  o02000| 02108  osmsol  1o7e|  1se3t] 2092 2110  17sas] 16505
mL6 82784 04818 o1s3¢] 02582  o3we|  o3us| 0331 o2m9]  02531)  o20s8]  ooos|  o2oe4]  osssy  12se3|  1sesr| 200  21134]  17018] 16602
m2.1 2.856 0936  om1]  owes|  o21a]  o2me9] 0219 0191  o1es| 0139|0133 0wl o8|  osons|  13wse]  vaom|  1swr]  10m] 11408
m2.2 g6 0936 01103 o177 02102]  o2m64{  0216)  01915]  o1e|  01312] 01331  o1466]  oe76]  0897]  13136]  14927]  150s3]  1241] 11411
m23 2.1856 09636  oamel  oaeo| 02wl 0219 02156 01939]  otees|  013s1]  o136] o] oes)  ooos|  1319s]  vages|  1swed]  1um| 11463
m2.4 .85 0936 oam1f  omal 02wl ooms| o218 0193  oaess| 0133 oasa] 0493 o624  ooms|  13193)  14981]  15159]  1049] 11495
m2.5 2856l 09636  o117]  owee]  oomdl oz o2t 019  oaest| o014l omms]  owws|  oear]  ogoos|  13197]  vavsa|  1sisy|  1aaes| 146
m2.6 .85 09636 oamwe| o] ooms| 029l o215 o019 o1es| 01337 0133|047 el o903s|  13187]  vdom|  15156|  10475] 11466
m3.1 w6126 1444 ooros]  0103] o1z  omgs]  oum|  o1osf  ooo7|  oomss|  oomes|  oos4s|  03452]  odos]  ozos|  ozesi|  osos]  oes]  oe07
m3.2 6126 1444 0om21]  o01034] o119 o0l o9  ozonf  ooss| oo  oome|  oosrs| o348  oaos|  ozose|  o7e61|  os0sy  oeeos] 06113
m33 6126 1444  00e6| 0lo02] 01155 01177 01157 01042 009 ool  ooms| oos] 034 o401 0709 07917 08| 06549 06046
m3.4 6126 14454 0oess] 00| 0116 o1t  oa1sef  o103]  oosw] oom|  oomg]  o0s3)  03439]  odoo] o7ose]  o07es]  oso)  oese| 06053
m35 61260 14454  ooo1]  oloo4] o116 o119  oass|  odose|  oooa|  ooms|  oorss| o039 0347]  od96]  o07032]  o7o4|  osor7] 06553 06052
m3.6 1612060 14454 0079  0103] o1  omos| o8]  ozoef  0093a]  oos]  oorse]  o0see|l  03477]  o04033]  o7oss| o79e3] s 06592 06079
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Tabla 69.-Resultados de absorbancias para curva de calibracidn para la linealidad del método para evaluacion de perfiles de disolucién.

sistemas Concentracion Absorbancias
[ASA] [SAL] Abs(289) |Abs(284) |Abs(279) |Abs(275.6 |) Abs(274) |Abs(270) |Abs(266) |Abs(259) |Abs(256.6 |)Abs(254) |Abs(242) |Abs(239) |Abs(234) |Abs(230) |Abs(229) |Abs(220) |Abs(218)

s1 4.0224] 048288 0019] 00262 00208 00296 00202 o002%6] 00213 00171 o0o0w78] 00202  0.0977 0137  o01909] 02009 02119 01697  0.1565
52 4.0224] o4s288]  oo1s8] 00257 00287  o0o0286] 00287 00243  0.0208 0017] 00173  o00197] oo098]  0.136s] o01903] o2101] 02114 01688 01554
s3 40224 o048288] 00195 0023 00295 00291 00286 0025] o00208] o00159] 00163 00187 0097 0137] o01922] o02125] 02141 0171l 01573
s4 4024 o096576] 00272]  o00316] 00329  0.0318 0.031 0026] 00214 ooe8] 00174 00202 o01179] oae19]  o02162]  o02309] 0233 o181  0.1694
s5 40224 o096576] o00282] 00324 00334] 00317 oo 0026 00213 0017] 00167]  0.0206 0119] o01634] o02175]  02332] 02335 o187 o174
s6 40224  09e576]  o00278]  0.0325]  00335] 00317 00312 00261 00217  o00168]  o00181]  o00200]  o01198] o163  o02185] 02332 0233] 01837 o0.1704
s7 4.0224] 144864] 00371] 00394 00384] 00359 00344] oo28s] 00235| oo1ss| oo201] 00237] o014s)] 01954  o02508]  o02619] 02617] 02082  0.1957
s8 4.0224]  144864]  00365| 00386  00382] 00354 00343 o008 o00236] oo1s6] 00197  0.0241 0.145| 01944 02499 02617 o0.2608] o02087]  o0.1981
59 4.0224] 144864 0037] 00392 00384 0.036, 0035 00291 00239 0.02] o008 00255 o146 01952 025] 02609 o02608] 02062 0.1953
510 16.0895| 048288  0.0528 008s|  01031] o010s4] 01042 o00925] o00795]  0.0631 0064] 00709 03007] 04507]  oesd2| 07543 0.764] 06209  o0.5701
s11 16.0896|  0.48288 00ss]| 00879 010s8] o01084] 01069] o00959]  o00s21] o00es3| 00672 00748 0315 0457 06701 o7e24] 07718 o604 05778
s12 16.0896| 048288] 00551  0.0876] 01055  0.1082 0107] 00957] oos21]  o00es3|  ooee8]  o00746]  03138] o04556]  0e687]  07597] 07691  o0.6265]  0.5749
s13 16.0895| 096576] 00651]  0.0953 o111 o132  omu|  o00992]  oosas|  ooes4 007] 00779 o03411] o481 o07020] 07007 07984 o6485] 05959
s14 16.0895| 096576  0.0644 000s| o01108] 01127] 01104f 00983] 0084 o00e81] 00695 00774 03403] o0.4869 0.7 0786] 07944 o06452] 05935
515 16.0895| 096576  0.0636 0004  01098] 01115] 01098 o00984]  o00847]  o00ss4|  00694]  0.0769] 03391 0486 07008 07879] 07984]  o0.6s0s| 06004
516 16.0896| 144864] 00714] 00994 o01128] 01133 o1112]  oo9s1]  00833]  o0o0es9|  0.0683] 00767 0361] o0s5117]  o07258]  o0sos2|  o0s1s9]  o06624] 06114
s17 16.0896] 144864]  00731]  o01017]  o01158]  o0a16s]  01139]  o0a00s]  ooses]  0070s]  0.0727]  o00814]  0.3683 052 07377  o0824] 08302 o069 06227
s18 16.0896|  144864]  00735|  0.1017]  01147]  01158]  01135|  0.007]  0.0859]  006%2]  0.0715| 00798  0.3646] 05165 0731 08147  08209] 06664  0.6167)
519 241344 04888 00794] o189 01562 01604 01522 0142 01214  o0.0988 0.1 011 o04603] o06705]  0.9888 1126] 11403 09366 0.862
520 24.1344] 048288 008l 01309 01582 o01e31] o01613] o01446] o0.1249] 01014 01032 0113 o4e42] o675 09936 1132 11463]  o94e8]  0.8727
s21 24.1344]  o048288] 00789 o0.1284 01556  0.159 0157 o1408] 01208 00981 00987 01091  o0.4583 0667 09845 1.1234 1137 o093e9]  0.8619
s2 241344  096576]  o0o0o01]  o01381] o01628]  o0.1669]  01639] o0.1469] o0.265] 01026  0.1055 0116] o04895]  07037]  10218] 115e8]  1169%| 09612 08868
23 41344 096576  0.1061]  01542]  o0.1806]  o0.1848]  0.1826]  0.1659 o0.146] 01235  o01262| 01383 osw3| 07206 10485 11826 11948 0.988]  0.9089
24 241344  096576]  00968]  0.1443 017]  o01736] o173| o01s47]  o01343]  o01123]  o1148] 01277  osos| o71ss] 1o326] 11644 1177]  o09629]  0.8386
s25 24.1344]  144864] 00983] 01437 01667 0.16%2 0166 014771 o01264] o01029] o0.1056] 01175] 05103 07299 10463 11742 11853]  09656]  0.8939
26 24.1344]  144864] 00952] 01309  o01626]  0.1651 0162] 01433 01224 o00983] 01001 01117 0503 07218]  1.034] 11636] 11749] o09s46]  o0.8788
27 24.1348] 144864  00956]  0.1405] 01631 01656  0.1625|  0.1438]  0.1229] 00981  o1001] o119  osoas]  07232] 1038l  1iees|  1.1775| 09561  o.8s1l
$28 321792| 048288]  o01017]  0.673] 02031  o02102] o20e6| 01853  o01587]  o0.1265]  0.1278]  o0.1409]  o6004] 08757  12868| 14617 14807 12174] 1174
s29 32.1792] 0.48288]  01017]  0.1676 0203 02003 o02086] o0189] 0.1575 0.126]  01275] o01404] o05995] o873 12851 146] 14753 12139] 1193
s30 32.1792| 0.48288]  0.1041] 01689 o02050]  02129] 02093 o01871] o01601] 0.1284] 01299 01433 o06034]  o0.s787 1292  14654] 1486 1218] 1100
s31 32.1792] 096576|  0.1206]  0.1843] 02182  02234] 02199 01982 o01709] 0.1393 0.141] 01555  06376]  o0o178] 13206 14991 15161 1247 1.1493
32 321792| 096576|  o0.1184]  0.1819]  o02165| 02223 o02188] 01963  o01692] 01372] o01387] 01535  o06362]  o0oe4|  13272] 1492 1.514 1242 1145
s33 32.1792] 096576|  0.1224]  o0.u8e4| 02209 o02267] 02227] o02008]  01735]  o0.a426] o01aa9]  o01597]  o06431] 09233  13338] 15083 15192  12488] 11495
s34 32.1792|  144864|  o01278]  o0.18os| 02214  02255]  02217]  o01086]  o01708]  0.1304] 01414 01574 06604 0944 13544 15175 15315] 12595 1.1624
535 32.1792|  1adses|  01363]  0.1984]  02304] 02349 02319] 02086 o0u1818]  o01so4]  o01533]  o1ess|  o.6748] 09593  1.3703 1.5377 1s497] 1277|1778
s36 32.1792|  Ladses|  0.1278 0189 o02212] 02253 02215 o01981]  o1709]  0.1386]  o0.1408] 01563  o06618] 09473  13569] 15022 15374]  12601] L1618
s37 40.224] 048288 0132] o02135] o02584] o02662] o02624] 02347] 02023 01626 o01653] 01813 0748]  10842] 15765 17725 17916]  14879| 13727
s38 40224 oa4s28] o01311] 02139 02589 02671 02629 0236] 02034] 01634 o016s8] o0.1828 0.753 10934 15899 17849 18055]  14987] 13828
539 40204 o4s288] o01293] o02122] 02569 o02648]  o02608] 02344 o02014] o161 0163 01787 07485 10855 15775 17752 1.7894 149 1.3709
540 40224  o096576]  01399] 02193 02614 02688 02637] o02362] 02015  o0.1607 0.164 0181 o7718] 111470 16045 1.7941 18138] 15083 1.3901
s41 40224 o096576] o0u1388]  o.2184] o02612] 02674 02632] 02353 o02017] o1e2] oie42| 01814 o77n2 11127 16056] 17927 18103]  15048] 13918
s42 40224  o096576] 01374 0218]  02603]  o02668] 02623 02346 02011 016] 01625 01798 o07728] 11157 16123 1.8023 18196]  15096] , 13929
43 40.204] 144864 o145]  o02221] o02619] 02675 02629 02337] o01992] o1s88]  o0.616]  01795]  0.7905 11363]  16269] 18144 18358 152P™ 14056
sd4 40.224]  1.44864 0.144] 02209  0.2616 0.267] 02619 0.234]  01987]  0.1576]  0.1605 0179]  07906]  1.1363] 16253 1.8107 18243] 15131 1.3984
s45 20.224] 144864  0.1455|  0.2226  0.2629 0.2679 0.2639 0.2347]  0.1999 0.1502 0.1618 0.18 0.7922]  L1405| L6363 1.8306 1.8485 15206 14092
s46 643584  0.48288]  01989|  03304]  04028] 04155  04096|  03668]  03138] 02489 02513 02771 11646 1674 2295 2431 2m17] 21801 20573
547 643584  0.48288]  02003]  03317]  04033]  o0.4161 0411  o03672] 03133 02495 0252 0277  11es4]  1.6799 2309  24574] 24679  21046|  2.0607

643584  0.48288|  0.1984]  0.3305] 04019 0415 04088  03656|  03121)  0.2486| 02519 02767 11653 16784 23091 24634  24732] 21950  2.0647

643584  096576|  02097]  0.3301] 04085 0419 04126 03689 03144 05|  02s532| 02794 11862 16915  2.2469| 23538  2.3509 21171 20038
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40224 144864 0.1455 0.2226 0.2629 0.2679 0.2639 0.2347 0.1999 0.1592 0.1618 0.18 0.7922 1.1405 1.6363 1.8306 1.8485 1.5246 14092
64.3584] 048288 0.1989 0.3304 0.4028 04155 0.409% 0.3668 03138 0.2489 0.2513 0.277 1.1646 1674 2.2925 2431 24417 21801 2.0573
64.3584)  0.43288 0.2003 03317 0.4033 0.4161 0411 03672 03133 0.2495 0.252 0.2771 1.1654 1.6799 2.309 24574 24679 21946 2.0607
64.3584 048288 0.1984 0.3305 0.4019 0415 0.4088 0.3656 03121 0.2486 0.2519 0.2767 1.1653 16784 23091 24634 24732 21959 2.0647
64.3584]  0.96576) 0.2097 03391 0.4085 0.419 0.4126 03689 03144 0.25 0.2532 0.2794 1.1862 1.6915 2.2469 23538 2.3509 2117 2.0038
64.3584]  0.96576) 0.2124 0.3417 0.4105 0.4227 04152 03713 03174 0.2535 0.2569 0.2843 1.1882 1.6861 22193 23371 23325 21031 1.9937
64.3584]  0.96576) 0.2094 03386 0.4082 0.4193 04127 037 03152 0.2511 0.2545 0.2808 1.1862 1.68%4 2.284 2.3353 2.34 2.1046 1.9985
64.3584) 144864 0.2189 03451 04132 0.4237 0.4167 0372 03172 0.2534 0.2573 0.2846 1.2095 17135 2.248 2.3467 2.3454 21223 2.0561
64.3584] 144864 0.2221 03498 0.4166 04272 04192 0.3743 0.3194 0.2553 0.2597 0.2872 1.2136 1.7162 2.2504 2.3552 2.3587 21206 2.0138
64.3584) 144864 0.2202 0.3467 04137 04251 04174 03736 0.3189 0.2548 0.2585 0.2855 1.209 L7124 22538 2.3555 2.3568 21248 2.0155

absorhcias ---linealidad del metodo

11 40512 1 0.0209 0.0315 0.038 0.0394 0.0399 0.0372 0.0346 0.0317 0.0326 0.0353 0.0994 0.1387 0.1997 0.2283 0.2316 0.1934 0.1854
2 3.888 1 0.0186 0.0287 0.0346 0.0365 0.0361 0.0341 0.0314 0.029 0.0297 0.0319 0.091 0.1264 0.1827 0.2086 0.2118 0.1817 0.1695
13 3.8528 1 0.0172 0.0276 0.0333 0.0344 0.0351 0.0332 0.0312 0.0286 0.0291 0.0318 0.0908 0.1264 0.1829 0.2082 0.2113 01813 0.169
4 16.144 1 0.0562 0.0934 0.1146 0.1193 0.1186 0.1087 0.0962 0.0816 0.033 0.0901 03128 04518 0.6708 0.7698 0.7814 0.649 0.5982
15 16.2 1 0.0486 0.0839 0.1046 0.1089 0.108 0.098 0.0845 0.0687 0.0702 0.0763 0.2992 0.43% 0.6569 0.756 0.7673 0.6338 0.5831
16 16.232 1 0.0463 0.0832 01037 0.108 01073 0.097 0.0844 0.0689 0.07 0.0764 0.2982 04381 0.655 0.753 0.7643 0.6305 0.5789
7 32.408 1 0.0901 0.161 0.2012 0.2102 0.2082 0.1875 0.1618 0.1308 01323 0.1446 0.5731 0.845 1.2677 1.4597 1.4808 1224 11224
18 32.264 1 0.0929 0.1635 0.204 0.2124 0.2099 0.1898 0.1637 01324 0.1339 0.1466 05773 0.8507 1.2776 14731 1.4957 1.2328 11302
19 3236 1 0.0001 0.1612 0.2016 0.2104 0.2085 0.1882 0.1621 0.1309 0.1319 0.144 0.5734 0.8466 1.273 1.4665 1.488 12273 1.1263
10 40.272 1 0.1133 0.2018 0.2525 0.2626 0.2605 0.2345 0.2025 0.163 0.1646 0.1793 0.7141 1.0512 1.5759 1.3108 1.8343 1.5247 1.401
11 40.304 1 0.1142 0.2028 0.2529 0.2643 0.261 0.236 0.2041 0.1643 0.1657 0.1817 0.7144 1.0511 157103 1.7976 181 1.5196] 1.3942
112 40.304 1 0.1125 0.2014 0.2514 0.2626 0.2591 0.2342 0.2017 0.1621 0.1632 0.1787 0.7145 1.0506 1.5537 1.7615 17837 14932 1.3763
113 64.44 1 0.1964 03279 0.4003 0413 04071 0.3643 03113 0.2464 0.2488 0.2745 11621 16715 229 24285 24392 21776 2.0548
14 64.376 1 0.1968 03282 0.3998 04126 0.4075 0.3637 0.3098 0.246 0.2485 0.2736 1.1619 16764 2.3055 24539 2.4644 21911 2.0572
115 64.336 1 01943 0.3264 03978 0.4109 04047 0.3615 0.308 0.2445 0.2478 0.2726 11612 16743 2305 24593 24691 21918 2.0606
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Tabla 71.- Resultados de absorbancias para precision y exactitud del método para perfiles de disolucién para el producto de prueba.

d N A ADSOroancia
D 21,248 Of 00647 01184 0148 01553 01541  0.3%8f 01193 0096  0097%4]  01064) 04279  06308]  09403|  LO764f  10907f 09179  0.8459
p 20,304 Of 0065 0189 02149 0I562f 01548  01397f 01194 0094  00977] 01068 043060  0.6343] 09456  10843| L0976 09076  083%2
p 24,216 of 00677  0121f 01512  0I576f 0155  0.1402f  0.1212) 00978 00989 01085 0432  063%6f 0951 10933  110% 09174 084
pd 24,104 f 00676) 0111  01516) 058 0155  0.1408f 00215 007 0097 01089 04339 06391  095%] L1102 Lf 09227 08465
p 24,048 Of 00658 088 01494 01551 056 0134 01209 00971 00989 008 04315 06369 09541 10952  L10g)  09172[ 08409
pb 110 f 00681 016 01527 0191 0572  0M413f 0125 00982 00995 01091 04331 06393 099 11009 L1078 094 08476
p 32376 0f 0089 0leo4 02017 0209 0274 0185 01604 01291 01305 01422 05726) 0848  L201|  14622f  14826( 12266 11229
8 3201 f 00003 0l613f 02005 02102 0208 01881 01616 013 01U} 01436 0542 0847 15|  Ldeed] 14867 12§ 112%
0 32.264 f 00001 0lel2{ 02016] 02104 0208 01882 0621 01300 0.1319] 0144 05734 08466l  1273|  14665| 1488 1227 1183
ol 32,168 Of 009 037 02050 02139 02116 0194 01658 01346 0% 01476] 05804 08519 12832 14798  15006)  12408] 11319
D 32.36 of 0091 01624 0203 02117} 02088 0884 0165 01314  0135{ 0451 0575|0847 12762f 1474l 1494f  1236) 11285
D 32,048 of 00029 01635 0204 02124 02009 01898 01637 0134 01339)  0Mee| 05773 08507  L276|  L4731f 14957 138 1130
D 40272 Of 0133 02018 0255 022 02605 0245 02005 0163  0Olcd 01793 07141  10512f 15759 18108 18348 1547 1401
pld 403 of 01137 0202 0253 02038 021 02357 0203 01638 0653 01807 07152 1056 15778 18136 184 1554 13998
D 40088 of 011277 02009 025131  02031f 0259 02348  02016] 01626 0133 01788 07118 10491 1575  18088| 1836 1526  139%
pl6 40304 0 0103 02021 02524 02631 02603 02348 0203 0631 0164f 017840  O7141f 10518 15753  18107) 18365 1551 13976
p 40016 f 01103 0199 02499 02603 02578 02318 0191 01591 0607 01751  O7102) 10485 15727 18036 18281 15237 14018
18 40.128 of 01129 02021f 0254 02038 02608 02358 0203 01637 0165 01807 07164 10537 15757  18042[ 18269 15319 1416l
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Tabla 72. Resultados de curva de calibracién para validar el sistema para contenido de acido acetilsalicilico en tabletas.

Asorbancias

SISTEMA  [ASA] [SAL] Abs(289 Abs(284) Abs(279) Abs(275.6) Abs(274) Abs(270) Abs(266) Abs(259) Abs(256.6) Abs(254) Abs(242) Abs(239) Abs(234) Abs(230) Abs(229) Abs(220) Abs(218)

S1 16.058| 0.9778| 0.0573| 0.0899( 0.1079 0.1106| 0.1088) 0.0976] 0.0834| 0.0677 0.0688 0.0763| 0.3265 0.4714] 0.6891| 0.784| 0.7931] 0.6438| 0.5908
S2 16.058| 0.4889] 0.066] 0.0969| 0.1126 0.1144] 0.1118 0.0997| 0.0849 0.0688 0.0704| 0.0789( 0.353] 0.5032| 0.721] 0.8102| 0.8176] 0.659] 0.6064
S3 16.058| 1.4666( 0.0759| 0.1045 0.1179 0.1189| 0.1159] 0.1029] 0.0878| 0.0716 0.0735( 0.0833] 0.3796 0.5341] 0.7513| 0.8353| 0.8414] 0.6759| 0.6243
S4 24.086] 0.4889( 0.0811| 0.1319 0.1596 0.1644| 0.1618| 0.1454] 0.1247] 0.1016 0.1033 0.1142| 0.4783| 0.6925] 1.0174| 1.1604| 1.1747| 0.9578 0.88
S5 24.086] 0.9778| 0.0911| 0.1397| 0.1653 0.169] 0.1658( 0.1486| 0.1273 0.1042 0.1062 0.1182| 0.5046( 0.7237| 1.0483| 1.1867| 1.1994] 0.9719] 0.8935
S6 24.086| 1.4666( 0.0989] 0.145| 0.1681 0.1706| 0.1669) 0.1485] 0.1266] 0.103 0.1054 0.1183| 0.5268| 0.7507| 1.0759| 1.2105| 1.2219] 0.9887| 0.9117
S7 32.115] 0.4889| 0.1049( 0.1732 0.2104 0.2171] 0.2134f 0.1919] 0.1644| 0.1333 0.1351) 0.1492( 0.623] 0.9043] 1.333] 1.5243| 1.5438| 1.2613| 1.1582
S8 32.115| 0.9778| 0.1138 0.18| 0.2147 0.2201| 0.216] 0.1936] 0.1653] 0.1341 0.1363 0.1516] 0.6491| 0.9356] 1.3656| 1.5531| 1.5712] 1.2799| 1.1761
S9 32.115| 1.4666] 0.125( 0.1891| 0.2222 0.2268| 0.2222| 0.1988] 0.1701] 0.1382 0.141| 0.1572| 0.6784 0.9705| 1.4021| 1.5871| 1.6047| 1.3084| 1.2057
S10 40.144] 0.4889| 0.1294( 0.2154| 0.2623 0.271] 0.2665[ 0.2396] 0.2052 0.1656 0.168| 0.1853| 0.7702 1.1177] 1.6458| 1.883| 1.9076] 1.5666| 1.4383
Sl1 40.144]| 0.9778| 0.1403( 0.2241| 0.2687 0.2761| 0.2709] 0.2429] 0.2076] 0.1675 0.1702 0.1885| 0.7971| 1.1503| 1.6789| 1.9122| 1.9353] 1.5835| 1.4539
S12 40.144] 1.4666| 0.1459( 0.2264| 0.2684 0.2743] 0.2688 0.2402| 0.2049 0.1653 0.1684| 0.1878 0.8158| 1.1715| 1.6982] 1.927| 1.9495| 1.5944| 1.4668
S13 49.104| 0.4889| 0.1545( 0.2493| 0.2996 0.3074| 0.3012] 0.2688] 0.2284| 0.1833 0.1871 0.2086] 0.908 1.3088| 1.9002| 2.1574| 2.1836] 1.796] 1.6529
S14 49.104| 0.9778| 0.1656| 0.2587| 0.3074 0.3142| 0.3076) 0.2741] 0.2329| 0.1872 0.1915( 0.214| 0.9394( 1.3464| 1.9399| 2.194| 2.2196] 1.8254| 1.683
S15 49.104] 1.4666| 0.1734 0.2641 0.3103 0.3159] 0.3088 0.2744| 0.2325 0.1867 0.1911] 0.2146 0.9618| 1.3728| 1.9646| 2.2146| 2.2394| 1.8406] 1.6989
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Tabla 73. Resultados de la linealidad del método para contenido de acido acetilsalicilico en tabletas.

Asorbancias
SISTEMA  [ASA] Abs(289 Abs(284 Abs(279) Abs(275. Abs(274)  Abs(270) Abs(266) Abs(259) Abs(256.1Abs(254) ~Abs(242) Abs(239) Abs(234) Abs(230) Abs(229) Abs(220) Abs(218)

ml . 0.1018| 0.1732| 0.2121| 0.2186| 0.2146| 0.1919( 0.1633] 0.1309f 0.1331] 0.1477| 0.632| 0.9213] 1.3612| 15561 15755 1.2767| 1.168| 35.1723
m2 . 0.1022| 0.1736| 0.2124| 0.2188] 0.2147| 0.192( 0.1631] 0.1308 0.1332] 0.1477] 0.632|] 0.9211] 1.3611] 1.5557 1.5752| 1.2768| 1.1687| 35.4895
m3 . 0.1045| 0.1771] 0.217| 0.2239] 0.2201| 0.1975[ 0.1689] 0.1367( 0.1392] 0.1539| 0.6394] 0.9306] 1.375| 1.5729 1.5932| 1.2956| 1.1875( 35.9004
m4 . 0.1168] 0.197| 0.2408| 0.2484 0.244| 0.2186| 0.1867| 0.1507[ 0.1534 0.17| 0.7149] 1.0389| 15303 1.7495| 1.7716| 1.442| 1.3214] 39.8504
m5 . 0.116] 0.196| 0.2394| 0.2473 0.243] 0.2176] 0.1853] 0.149[ 0.1516[ 0.1679| 0.7127] 1.0366) 1.5284| 1.7464| 1.7684| 1.4382| 1.3177| 38.8336
m6 0.109| 0.1873| 0.2302| 0.238] 0.2339| 0.2097] 0.1791] 0.144] 0.1464] 0.1617| 0.6736) 0.983 1.4575| 1.6705 1.6927| 1.3766| 1.2599| 37.9788
m7 0.096 0.1625 0.199| 0.2052|  0.2015| 0.181] 0.1547( 0.1249] 0.1267| 0.1403| 0.5903| 0.8597( 1.2707| 1.4536| 1.4714| 1.1942| 1.0942| 32.0064
m8 0.096| 0.1645 0.2016| 0.2083]  0.2046 0.1835 0.1565( 0.1261| 0.1283| 0.1417| 0.5966] 0.8706 1.2892| 1.4758| 1.4938| 1.2109| 1.1085 32.5815
m9 0.0969| 0.1637| 0.2006| 0.2074 0.204| 0.184] 0.1585] 0.1294 0.1318[ 0.1451] 0.5863] 0.852] 1.2595| 1.4422 1.4606| 1.1905| 1.092| 32.1867

0.0758] 0.1296| 0.1589| 0.1639 0.161] 0.1441) 0.123] 0.0988| 0.1006f 0.1112| 0.4699] 0.6863] 1.0168| 1.1635[ 1.1779] 0.951| 0.8696 25.9645

0.0737] 0.1258| 0.1545| 0.1591] 0.1561| 0.1397 0.1193] 0.0959] 0.0976] 0.1079] 0.4555 0.6647| 0.985] 1.127] 1.141) 0.9205] 0.8412] 25.5158

0.0737] 0.1257| 0.154| 0.1589]  0.1559| 0.1397 0.1193 0.0961) 0.098] 0.1084| 0.456| 0.6656 0.9856| 1.1278] 1.1415| 0.921| 0.8418| 25.6754
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Tabla 74. Resultados para precisidn u exactitud del sistema para contenido de 4cido acetilsalicilico en tabletas.

SISTEMA
M1
M2
M3
M4
M5

Asorbancias

ASAl  Abs(289) ADs(84) ADS(TO) Abs(2756) Abs(27d) ABS(T0) Abs(266) Abs(25) Abs(%66) ADs(54) AbS(M2) Absi23) Abs(23)  ABs(30) AbS(29)  Abs2)  Abs(21)
241971429 0.1168 01071 02408 0.2484 0.244) 02186 0867 01507  0.1534 007 07149 10389 15303  174%| L7716 1442 1.3214] 39.8504079
24.2709804 0.116 0.19% 0234 02473 0.43| 02076 01853 0149 01516  01679)  07127)  10366[  15284]  L7464| 17684 14382  L3L77) 38.8335686
237367548 00146  0.1958]  02404) 02482  0.437 0209 01871  01512) 01536 0169 0693  LOL73] 15061 17254 17480 142431 1.3046] 38.9048361
4628315 00141 01954 02399 02478 02433 02182 01862 01499 01524 01684  07041f 10265  L5199] 17409 L7634 143 L3141) 39.5726915
A315525) 00134 01942 02381 02459  0.2417) 02065  0.849] 01491  0.518| 01678 07015 10229 1514 L7334 L7558 14284 1.308] 394053784
24.7253685 0109  0.1873f  0.2302 023 02339 02097 01791 0.144 01464  01617) 06736 0983 L4575 L6705  16927) 13766l  1.2599) 37.9788077
0533218(  0.096  0.1624] 01988 02052 02016  0.1806] 015421 01244 01264 01398 0589| 08586 L2697 14531 14711 L1934 L10931| 320407448
20.116709 0.0%  0.162 0199 02052 02015 0.181 015470 012490  01267) 0403 05903  0.8597) 1207|1453  LA7W4  L1942)  1.0042) 32.0064252
20.3634553 0006  0lo45f 02016 0208 02046 018% 0565 01261  0.1283] 01417  05966|  08706) 12892 14758 14938 121090  1.1085] 325815286
20.0254655]  0.0049 0.1631  0.2003 0207 02031 01819 01554 00254 01275  0.0409) 05917, 08628 12774  L4p2d| 148050  L2007|  1.0097| 328531498
200040158 0.0069 01637}  0.2006] 02074 0.204 0184 01585  0.1204| 01318  0.1451] 05863 0852  LA%| 14422 L4606| 11905 1.092] 32.1867344
200764558 00035  01602)  0.19%7] 02032 020 0179 01538  0.1248]  0.1267 0.14] 05805 08463 12582 14367  L4bdL 1183 1.0844) 321223292
162218 00758 01296 01589  0.1639 0161 01441 01231 00988  02006) 01112 04699 006863  10168| L1635 11779 0951 (0.8696] 25.9644665
154 007371 01258 01545 0591  0.1%61)  0.0397| 011930  0.0059( 00976  0.1079| 04555  0.6647 0.985 112 1141 0.9205|  0.8412] 255158234
16.0471) 00737 01257 0154 01589 01559  0.397)  0.0193)  0.0061 0098  0.084 0456 06656 09856  LI278[ L1415 0921]  0.8418] 25.6753862
160015331 0077y 0.1308f  0.1599 0165 01619  0la46) 012331 00091 02005  01111) 04692 06848  L10151] L1615 11758 09492  0.8678] 25.6024529
16.2750154) 0072 04281  0.1568)  0.1617]  0.1588 0142 012 00973 0099 01097  0463r] 06768  10027f L1475 L1616 09375  0.8573) 26.0414646
16.3587205)  0.0742 0271 0.1558]  0.1606]  0.57 0.41f 012020  00%4) 00981 0088 0.463| 06759  L10019] 11464  11602(  0.934  0.8552f 26.1739527
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