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RESUMEN

Se llevo a cabo la validacion de la determinacion de farmacos en medicamentos
contra la migrafia mediante Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién (CLAR)"
apegandose a las Guias de la Conferencia Internacional de Armonizacion ICH Q2
(R1)  “VALIDATION OF  ANALYTICAL PROCEDURES:TEXT AND
METHODOLOGY”. Los farmacos analizados fueron paracetamol, cafeina y acido
acetilsalicilico. Los resultados mostraron que la metodologia analitica es especifica
para los activos, siendo con una buena linealidad presentando valores de
coeficiente de determinacion r?2 > 0.99 para los tres activos, en el intervalo de
concentraciones de 14.7 uyg/mL a 44.1 ug/mL para acido acetilsalicilico y
paracetamol, y de 3.8 pyg/mL a 11.5 pyg/mL para cafeina. Se obtuvo una exactitud
adecuada en el mismo intervalo de concentraciones al obtener recobros entre
98.0% - 102.0% y buena reproducibilidad con %RSD < 2.0% al evaluar a diferentes
analistas, equipos y dias diferentes. La metodologia demostré buena robustez a los

cambios de flujo en la fase movil y a vlores de pH entre 2.5y 3.0.



1.- Introduccion

Un método analitico es la descripcion de la secuencia de actividades, recursos
materiales y parametros que se deben cumplir para llevar a cabo el analisis de un
componente especifico (analito) de una muestra. El desempefio del método debe
validarse y debe estimarse la incertidumbre del resultado a un nivel de confianza
dado. La validacion se define como el establecimiento de pruebas documentales
que aportan un alto grado de seguridad de que un proceso planificado proporcionara
conformidad con los resultados previstos especificados. Los estudios de validacion
son aplicables a las pruebas analiticas, los equipos, los sistemas y servicios del
establecimiento (como aire, agua, vapor) y procesos (como el de fabricacién,
limpieza, esterilizacion, llenado estéril, liofilizacidn, etc.). La incertidumbre debera
ser evaluada y establecida de una forma que sea ampliamente reconocida,
consistente de forma interna y facil de interpretar. La mayor parte de la informacion
requerida para evaluar la incertidumbre se obtiene a partir de la validacion del
método analitico. (Guia de validacion de métodos analiticos, 2002)

Con fines académicos se plantea una validacion parcial de la metodologia, debido
a que, en las practicas desarrolladas en la seccidon de quimica analitica, se emplean
farmacos comerciales cuyas formulaciones no se conocen totalmente o no se
pueden utilizar debido a que se necesita autorizacion del fabricante para poder
replicarlas. De esta forma, se espera que la validacion a desarrollarse en este
trabajo permita evaluar las posibles variaciones que se puedan encontrar en el
desarrollo de una sesion experimental de laboratorio, tales como: condiciones del
sistema cromatografico, variacién en el producto que se analizara, estabilidad de

las disoluciones patrén, entre otras.

La validacion se llevd a cabo conforme a las Guias de la Conferencia Internacional
de Armonizacion ICH Q2 (R1) “VALIDATION OF ANALYTICAL
PROCEDURES:TEXT AND METHODOLOGY” la cual sefala las pruebas que

deben considerarse durante la validacion de métodos analiticos.



2.- Objetivo general

e Validar la Metodologia Analitica para la determinacion de &cido

acetilsalicilico, cafeina y paracetamol en tabletas de Excedrin mediante
cromatografia de liquidos.

2.1- Objetivos particulares

e Validar el método analitico para la determinacién de acido acetilsalicilico,
cafeina y paracetamol en tabletas mediante cromatografia de liquidos,
siguiendo los parametros marcados por la ICH Q2 (R1) “VALIDACION DE
METODOS ANALITICOS"

¢ Determinar las condiciones criticas o mas sensibles del método analitico para

obtener resultados satisfactorios.



3.- Antecedentes.
3.1- Generalidades sobre validacion.

“‘Un método analitico es la descripcion de la secuencia de actividades, recursos
materiales y parametros que se deben cumplir, para llevar a cabo el analisis de un
componente especifico (analito) de una muestra” (Guia de validacion de Métodos
analiticos, 2002)

La validacion es el proceso por el cual se demuestra, por estudios de laboratorio,
que la capacidad del método satisface los requisitos para la aplicacion analitica
deseada; esta actividad se justifica por los siguientes aspectos:

e Moraly Etica,

e Aseguramiento de calidad,

e Econodmica, y

¢ Regulatoria.

El objetivo de validar un método analitico debe entenderse claramente, ya que esto
regira las caracteristicas de validacién que se deben evaluar.

Entre las caracteristicas tipicas a evaluar en una validacién se encuentran:

Exactitud: Concordancia entre un valor obtenido empleando el método y el valor de

referencia.

Precision: Grado de concordancia entre resultados analiticos individuales, cuando
el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una muestra

homogénea.

Repetibilidad: Precision de un método analitico, expresada como la concordancia
obtenida entre determinaciones independientes realizadas por un solo analista,

usando los mismos instrumentos y métodos.



Precision intermedia: Precision de un método analitico, expresada como la
concordancia relativa obtenida entre determinaciones independientes realizadas en

un mismo laboratorio, por diferentes analistas, en distintos dias.

Especificidad: Capacidad de un método analitico para obtener una respuesta debida

Unicamente al analito de interés.

Linealidad: Habilidad para asegurar que los resultados obtenidos directamente o por

una transformacién matematica, son proporcionales a la concentracién del analito.

intervalo: Concentraciones incluidas entre la concentracion superior e inferior del
analito (incluyendo éstas), para las cuales se ha demostrado que el método es

preciso, exacto y lineal.

3.2 Parametros y criterios que debe cumplir un método cromatografico de
contenido.

La Tabla 1 presenta los parametros de validacion a evaluar, asi como los criterios
de aceptacion, determinados conforme a las guias ICH Q2 (R1) “VALIDACION DE
METODOS ANALITICOS".eel objetivo de dicha validacién es demostrar que cada
analito de interés presenta resultados confiables, cuando se sigue cabalmente la
metodologia analitica a validar.



Tabla 1. Parametrosy Criterios de Aceptacién para la su evaluacion.

CUANTIFICACION AL 100%

Parametros Aplica Criterio de aceptacion
¢ Sin interferencia de los excipientes del producto, ni de los
X i componentes de las soluciones reactivo (solventes y
Especificidad ] no diluyentes) e impurezas del principio activo en el intervalo 50
—150 %. (100 % = 30 pug/mL después de la preparacion de
la muestra).
e 50-150 %. (100% = 30 pg/mL después de la preparacion
de la muestra).
intervalo X si |e Debe de cumplir los criterios para Linealidad y Exactitud.
L] no |e Investigar en los siguientes niveles de concentracion para
cada principio activo: 50, 75, 100, 125y 150 %
e Determinar por triplicado.
o r? 2 0.9900
2 ¢ Elintervalo de confianza del intercepto debe incluir el 0 (p 95
- : si %); ylo el intercepto < 3.0 % de la sefal del estandar al nivel
Linealidad O] no del 100 %.
e Suma de residuales (La Suma de Cuadrados de la
Regresion debe ser mayor que la Suma de Cuadrados)
o El recobro para todos los niveles de concentracion debe ser:
97.0-103.0 % %RSD <3.0 %
Exactitud X si |e El promedio de recobro por nivel de concentracion debe ser:
] no 98.0-102.0 % %RSD 2.0 %
¢ Investigar en los siguientes niveles de concentracion: 50, 75,
100, 125y 150 %
Adecuabilidad | [X] si |e %RSD < 2.0 % de la respuesta del estandar en cada
del sistema ] no prueba.
Precisiondel | B0 S 1u %RsD <20%
Repetibili X Si o o
epetibilidad O] o |° %RSD <2.0 %
Precision X si |e %RSD por Analista<2.0 %
intermedia [] no |e %RSD Global <2.0% y DR Promedio <2.0%
e Variacién de los parametros cromatograficos:
X si DA<2.0%
Robustez [] no | Diferencia Absoluta (DA) de cada cambio probado con respecto

al control.




Abreviaturas utilizadas durante la validacion

%RSD =Desviacion estandar relativa, r2 = coeficiente de determinacion, DA=
diferencia absoluta.
La diferencia relativa (DR) se calcul6 con la ecuacion 1:

DR [X] = %21, 100% Ec.1

| X1+X2|

Donde:

DR [X] = Diferencia Relativa.

X1 = Promedio de los resultados del analista 1.

X2 = Promedio de los resultados del analista 2.

La diferencia relativa se evaluara con la ecuacién 1:
La diferencia absoluta (DA) se calcul6 con la ecuacion 2:
DA = |X1—-X2| Ec.2

Donde:

DA= diferencia absoluta.

X1 = Valor promedio control.

X2 = Valor promedio de cada cambio.

3.3 Caracteristicas fisicoquimicas de los analitos.

La cafeina es un alcaloide de la familia metilxantinas, cuyos metabolitos incluyen
los compuestos teofilina y teobromina, con estructura quimica similar y similares
efectos (aunque de menor intensidad a las mismas dosis). En estado puro es un
polvo blanco muy amargo y es facilmente soluble en cloroformo; ligeramente soluble
en agua; poco soluble en alcohol y en éter di etilico. (Robinson, 2000). En la tabla 2
se presentan algunas de las propiedades quimicas de la cafeina.



Tabla 2 Propiedades cafeina (Brittain & Prankerd, 2007)

Nombre IUPAC ‘ 1,3,7-Trimetil-2,3,6,7-tetrahidro-1 H-Purina-2,6-diona
He
c
N Nid Hy
N NT o
|
CHy
Masa Molar 194.194 g/mol
Formula CsH1oN4O2
pKa -1.16
LogP -0.55
LogD -0.55
Solubilidad Intrinseca 70.9 mg/mL
(Cloroformo)
Categoria de solubilidad Alta

El paracetamol esta estructuralmente emparentado con la anilina y con el fenol,
compartiendo caracteristicas quimicas de ambos. Desde el punto de vista acido-
base es un acido muy débil. Forma cristales principalmente como prismas
monoclinicos. Es escasamente soluble en agua fria, pero mayormente soluble en
agua caliente, soluble en metanol, etanol, dimetilformamida, diclorometano, acetona
y acetato de etilo, pero es practicamente insoluble en éter de petroleo, pentano y
benceno, Solubilidad: Una parte de paracetamol es soluble en 70 partes de agua a
25°C y soluble 1 en 20 partes de agua a 100°C. La literatura reporta solubilidades
de 14.7 mg/mL a 20°C y 23.7 mg/mL a 37°C. El paracetamol no se ioniza
sustancialmente a pH menor a 8, por lo tanto, su solubilidad varia muy poco con los
valores de pH fisiolégicos. (Rubinson J.F, 2000).

El acido salicilico o salicilato, producto metabdlico de la aspirina, es un acido
organico simple con un pKa de 3.4. La aspirina. Tanto la aspirina como el salicilato
sddico son igualmente efectivos como antiinflamatorios, aunque la aspirina tiende a
ser mas eficaz como analgésico, facilmente soluble en alcohol; soluble en

cloroformo y éter di etilico; poco soluble en agua. (Rubinson J.F, 2000)



Tabla 3. Propiedades del Paracetamol (Acetaminofén) (Vollhardt, Peter, Neil, 2005)

Nombre IUPAC

‘ N-(4-Hidroxifenil)etamida

CHy

A

O NH

OH
Masa Molar 151.165 g/mol
Formula CsHoNO>
pKa 9.46
LogP 0.91
LogD 0.91
Solubilidad Intrinseca 11.1 mg/mL
(Agua)
Categoria de solubilidad Alta

Vollhardt, K. Peter C.; Schore, Neil E. (2005). Quimica organica.

Tabla 4. Propiedades Acido Acetilsalicilico (Vollhardt, Peter, Neil, 2005)

Nombre IUPAC

2-(acetiloxy)acido benzoico

CH,

A

OH @) O

Masa Molar 180.159 g/mol
Formula CoHgO4

pKa 3.41

LogP 1.24

LogD 1.23
Solubilidad Intrinseca 2.55 mg/mL
(Etanol)

Categoria de solubilidad Alta

Vollhardt, K. Peter C.; Schore, Neil E. (2005). Quimica organica.

3.4 Fundamento de la cromatografia de liquidos de alta resolucion

La cromatografia en fase reversa permite separar moléculas en base a su polaridad.
El principio de la cromatografia en fase reversa es semejante al de la cromatografia
en capa fina. Sin embargo, aqui la fase estacionaria esta conformada por particulas



de silica quimicamente modificadas con hidrocarburos saturados, insaturados o
aromaticos de diferentes tipos. Esto convierte a la fase estacionaria en una matriz
no polar. Por lo tanto, para este tipo de cromatografias se emplean mezclas de
solventes polares, tales como agua, acetonitrilo, acetato de etilo, acetona y
alcoholes alifaticos.

Las moléculas se retienen en la columna en virtud de las interacciones hidrofobicas
que establecen con la silica modificada. Aunque, las interacciones hidrofébicas son
en general bastante débiles, son también a menudo muy numerosas y para eluir las
moléculas es casi siempre necesario disminuir la polaridad del disolvente; para ello
se puede substituir el agua de la fase movil con un solvente organico cuya
concentracion se va aumentando gradualmente.

El material de relleno utilizado para la columna de fase reversa se hace a menudo
de gel de silice modificada con un grupo funcional; el mas frecuentemente utilizado
es el octadecilo. Este el grupo es una cadena recta de 18 carbonos, segun la

siguiente estructura:

HHHHHHMHHMHHHMHMHMHMHMHMBMHH

LU U R B R N N N N N N N N N R N B
“CCCCCCCCCCCCCC-CCCCH

[N A A O I AN Y N FN AN N N A A A N

HHHHHHHHMHMHHMHMHMHMHMHMHMHH

Figura 1. Cadena recta del octadecilo

Un gran numero de la cadena de octadecilo de esta cadena de hidrocarburo se une
en la superficie del gel de silice; al observar la estructura pudiera parecer como una
cadena muy larga, pero en comparacion con el tamafio de gel de silice, pero es en
realidad pequefa. Por lo tanto, un numero infinito de cadenas estan ligadas en un
gel de silice, mas aun, estas cadenas también se encuentran incluso en el interior
de los poros del gel de silice.

Los diferentes compuestos pueden ser “retenidos” por el grupo funcional, en
diferente grado lo que define el tiempo de elucion de cada componente. Se puede
decir “una separacion es un resultado de la diferente afinidad entre el gel y los

componentes en la muestra”. Esta afinidad se denomina “particion” o “absorcion”
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por lo que este tipo de separacion también se llama cromatografia de particion
precisamente cuando se habla del modo de fase reversa la cual es parte de la
cromatografia de particion / adsorcion.

El gel de base de silice modificado con grupo funcional octadecilo se llama silice de
octadecilo SOD (ODS siglas en inglés). También la columna rellena con gel ODS
se llama columna ODS (o llamada columna C18). Entre las columnas a base de
silice disponibles en el mercado, alrededor del 80% de éstas, son las columnas de
ODS.

Tedricamente, toda la superficie del gel de ODS se modifica con grupo funcional
C18; sin embargo, habra espacios restantes que no estén modificados. Estos
espacios se denominan “silanol residual” y la presencia de silanoles residuales
puede influir en la separacion. A menudo para desactivar el residuo de silanol en los
geles se aplica un tapado de extremos (end-capping). Casi todas las columnas de

ODS hoy en dia son desactivadas <<end-capped>>.

3.5. Métodos cromatograficos reportados para los analitos en estudio.

En la Tabla No. 5 se observa que en la mayoria de los métodos analiticos
consultados utilizan una columna L1 (C18) debido a que los analitos de interés se
retienen mejor en dicha columna que en una C8, para asi obtener tiempos de

retencién y resolucion adecuados para el objetivo del método analitico.
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Tabla No. 5 se presentan algunos métodos cromatograficos para la cuantificacion de los principios activos de interés

REFERENCIA Producto Activo Temperatura Columna Tipo de elucion y velocidad de Composicion de la | longitud volumen
Autor, afio analizado analisis Cromatografica flujo mL/min fase movil onda Inyeccién
(jarabe, tableta, (A)(nm) (L)
capsula, sangre,
orina, etc.)
Arroyo, 2016 Tabletas Cafeina y 30°C Fenil 150x4.6 gradiente fosfato  monobasico
paracetamol mm, 5 pum min % % Flujo de potasio, se ajusto a
(Agilent) buffer ACN (mL/min) pH=3.5
0.0 100 0 0.5 262 20
7.0 100 0 0.5
22.0 80 20 1.0
35.0 80 20 1.0
40.0 100 0 0.5
FEUM 102 | Tabletas, Acido 25 °C C18 30x4.0 mm | Isocratico 1.0 mL/min solucién de
Edicion Pag. | efervescentes Acetilsalicilico pentanosulfonato de 280 10
1422 sodio 0.01M a pH 3.4
Noralba Sierra | Gotas orales cafeina 25°C C18 25x4.0 mm | Isocratico 1.0 mL/min Metanol: Cloruro de
M. 1997 Amonio 0.25M: Buffer
acetato de amonio 0.2 273 10
M pH=5.0(59:40:1)
Phazna Devi | Tabletas Paracetamol 25°C C18 25x4.0 mm | Isocratico 1.0 mL/min Acetonitrilo: Agua
2013 5um pH=3.5 (25:75) 207 20
J.T. Franeta | Tabletas Paracetamol 25°C C18 25x4.0 mm | Isocratico 2.0 mL/min Acetonitrilo: Agua
2002 :a;::a y 5 um pH=2.5 (25:75) 207 10

acetilsalicilico
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4. Parte Experimental.

4.1 Preparacion de las Soluciones de referencia y las muestras

Se prepararon disoluciones stock a 1000 pg/mL para el paracetamol y el acido
acetilsalicilicorilo y de 260 ug/mL para la cafeina. Estas disoluciones se prepararon
utilizando acetonitrilo como disolvente. Se realizaron las diluciones necesarias para
llegar a la concentracion de trabajo de cada activo 40 ug/mL de paracetamol, 40
pMg/mL de acido acetilsalicilico y 10 ug/mL de cafeina, utilizando como diluyente final
una mezcla de agua desionizada a pH=3.0 ajustada con con H3PO4 y metanol HPLC
en una proporcion (7:3 v/v).

4.2 Tratamiento de la muestra problema.

Se utilizaron tabletas comerciales con las caracteristicas presentadas en la Tabla 6.

Tabla 6. Producto utilizado en la experimentacion. Contenido por tableta.

Medicamento Paracetamol Cafeina Acido Peso Promedio
(mg) (mg) Acetilsalicilico Tabletas (mg)
(mg)
Excedrin 250 65 250 680

Se trituraron 10 tabletas de Excedrin y se peso el equivalente a 250 mg de
paracetamol, 250 mg de acido acetilsalicilico y 65 mg de cafeina. En un matraz
volumétrico de 250 mL se agregaron 150 mL de diluyente (agua pH=3.0: MeOH
(7:3)) y se colocaron en el bafio de ultrasonidos por 5 minutos. Una vez trascurrido
este tiempo fueron aforadas con diluyente agua pH=3.0: MeOH (7:3 v/v) y de esta
disolucién se tomo6 una alicuota de 2 mL y se transfirio a un matraz volumétrico de
50 mL. Se llevé al aforo con agua pH=3.0: MeOH (7:3 v/v). Las muestras se
centrifugaron a 4,000 rpm durante 10 minutos. Un mililitro del sobrenadante se
colocé en viales para automuestreador. Concentracién aproximada de 40 ug/mL de
Paracetamol, 40 ug/mL de acido acetilsalicilico y 10 ug/mL de cafeina.
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4.3 Separacion Cromatografica.

Con base en la literatura revisada, se determinaron cada uno de los parametros
cromatograficos, obedeciendo a las premisas que implica ser un método analitico
aplicado a una practica de laboratorio, donde los alumnos empiezan a tener
contacto con la cromatografia de liquidos. Por tanto, el método analitico debe ser

reproducible, robusto y con un bajo costo en la experimentacion.
En la tabla 7 se muestran las condiciones cromatograficas empleadas, las cuales

se tomaron del manual de practicas de la asignatura de Quimica Analitica
Instrumental de la carrera de Farmacia (Castillo, et al., 2019).

Tabla 7. Condiciones cromatograficas empleadas

Analito Fase movil Gradiente Columna Flujo | T (°C) | Volumen de | Longitud
inyeccion de onda
Paracetamol Solucion A: | Tiempo %A %B Xbridge C18 | 1.2 25°C 20 pL
Metanol grado | (min) 150 x 4.6 mm | mL/min 230
Cafeina HPLC 0 30 70| 5um
Solucion  B: 272
Acido Agua a pH=3.0 7 100 0
Acetilsalicilico | 2UStada con |44 30 70 230
H3PO4
concentrado.

4.4 Diserio del plan experimental.

4.4.1 Especificidad del método

Se prepararon las siguientes disoluciones para evaluar la especificidad de la

metodologia.

e Diluyente / Fase movil

e Principio Activo, Acido salicilico 100 %, equivalente a una concentracion de

30 pg/mL.

e Principio Activo, Paracetamol al nivel del 100 %. (30 pg/mL)

e Principio Activo, Cafeina al nivel del 100 %. (8 pg/mL)
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Principio Activo, Acido acetilsalicilico al nivel del 100 %. (30 ug/mL)

Soluciones de Referencia preparados a la concentracion de trabajo. (30

pMg/mL Paracetamol, 30 pg/mL Acido Acetilsalicilico, 6 pg/mL Cafeina)

Solucion Problema, Pesar el equivalente al 100 % de cada activo (producto

a la Concentracion de trabajo)

Cada disolucion se preparo por triplicado y se inyecto en el sistema cromatografico.

4.4.2 Intervalo, linealidad y exactitud del sistema

En la Tabla 8 se indica la preparacion de las soluciones para la linealidad del

sistema.

Tabla 8. Preparacion de las soluciones para la linealidad del sistema.

el St ST Volumen Concentracion Concent’racién Concen.tracién
Nivel patron patrén patrén Acido o Paracetamol Cafeina I.\md.o“

Paracetamol | Cafeina | Acetilsalicilico (mL) (g/mL) (g/mL) Acetilsalicilico

(mL) (mL) (mL) (hg/mL)

50% 1.0 1.0 1.0 50 20.0 5.0 20.0
75% 1.5 1.5 1.5 50 30.0 7.5 30.0
100% 2.0 2.0 2.0 50 40.0 10 40.0
125% 2.5 2.5 2.5 50 50.0 12.5 50.0
150% 3.0 3.0 3.0 50 60.0 15 60.0
Cada disoluciéon se prepard por triplicado y se analizé con las condiciones

cromatograficas Optimas.

4.4.3 Intervalo, linealidad y exactitud del método

Se pesaron y trituraron 10 tabletas del medicamento. Se pesd por triplicado la

cantidad adecuada y se le dio el tratamiento mostrado en la Tabla 9.
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Tabla 9. Preparacion de las soluciones para la linealidad del método

Cantidades Concentracion | Concentracion | Concentracion
Volumen , . A
. pesadas Alicuota | Volumen Paracetamol Cafeina Acido

Nivel aforo 1 -

mg Tableta (mL) (mL) aforo 2 (ng/mL) (ng/mL) Acetilsalicilico
(mL) (ng/mL)

50 % 50 25 0.1 5 14.7 3.8 14.7

75 % 75 25 0.1 5 221 5.7 221

100 % 100 25 0.1 5 29.4 7.6 294

125 % 125 25 0.1 5 36.8 9.6 36.8

150 % 150 25 0.1 5 44 1 11.5 441

Cada disolucién se prepar6 por triplicado y

cromatograficas Optimas.

4.4.4 Precision del sistema

se analizdé con

las condiciones

Se prepard un estandar con los principios activos al nivel del 100% que corresponde

a una concentracion de los analitos de 40 pg/mL (paracetamol y acido

acetilsalicilico) y 10 ug/mL (cafeina). La disolucion se inyecto seis veces y se calculo

la media y el coeficiente de variacion porcentual (%RSD).

4.4.5 Repetibilidad

Se preparan 6 muestras problemas a la concentracion de trabajo, que corresponde

a una concentracion de los analitos de 30 pg/mL (paracetamol y acido

acetilsalicilico) y 8 ug/mL (cafeina). Las muestras se inyectaron por sextuplicado y

se calcul6 la media y el coeficiente de variacion porcentual (%RSD).
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4.4.6 Precision Intermedia

Se preparan 6 soluciones problema a la concentracion de trabajo, que corresponde
a los niveles del 100 % de los analitos, 30 pg/mL (paracetamol y acido
acetilsalicilico) y 8 pug/mL (cafeina), realizadas por los dos analistas, sin previa
calificacion, en diferentes dias y diferentes equipos. (Equipo No. 1 Varian Bomba
330, Automuestreador 410, Detector UV/VIS y Equipo No. 2 Agilent Modelo 1100

con bomba cuaternaria y detector de arreglo de diodos).

Se calculd el %RSD por analista asi como la media global, %RSD global y la
diferencia relativa (DR) Promedio

4.4.7 Robustez

Se evalud la robustez del método considerando los factores de pH vy el flujo de la

fase movil.

Se prepararon por triplicado disoluciones al 100 % que equivalen a una
concentracion de los analitos de 30 ug/mL de paracetamol y acido acetil salicilico, y
8 pug/mL para cafeina

Para evaluar la influencia de los cambios en el sistema cromatografico, se
inyectaron las disoluciones, utilizando las siguientes condiciones en el sistema

cromatografico:

e pH de lafase movil: 2.5,3.0 y 3.5.
e Velocidad de flujo: 1.0, 1.2 y 1.4 mL/min.

Se calculd el recobro obtenido para cada condicion y se evaluo si habia diferencias
significativas entre cada factor para determinar las condiciones que sean criticas

para el analisis.
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5. Resultados y Analisis.

5.1 Especificidad del método.

A continuacion, se presentan los cromatogramas obtenidos con las condiciones
indicadas en el apartado 4.4.1. La Figura 2 muestra el cromatograma de una

disolucion blanco-formada por el diluyente.

15
125
104

75

¥ T >, T T T
a 2 4 [ 3 10 miny

Figura 2. Cromatograma del blanco en las condiciones del analitico.

Se puede apreciar que practicamente no existen sefales en los tiempos de
retencion de cada activo paracetamol (1.9 min), cafeina (2.7 min) y &acido
acetilsalicilico (4.4 min), que interfieran en la cuantificacion de cada uno de ellos,
por lo que podemos asegurar que el método es especifico para cada uno de los

analitos de interés.

La Figura 3 exhibe el cromatograma del acido salicilico con su respectivo espectro
UV-VIS (Figura 4), el cual no se cuantifica en este método, pero que es necesario
identificar, ya que se puede presentar en el analisis cromatografico, dado que es un
producto de degradacién del acido acetilsalicilico.
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Figura 3. Cromatograma de una disolucion estandar de acido salicilico 30 ug/mL.
Longitud onda=230 nm.

Purity results peak 1 at 5.581 min.
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Figura 4. Espectro UV-Vis de Acido Salicilico. Intervalo de 190 a 400 nm

Las Figuras 5 a 10, corresponden a los cromatogramas y espectros de absorcion
UV de los analitos paracetamol, cafeina y acido acetil salicilico, respectivamente.
En la Tabla 10 se resumen los tiempos de retencion individuales y se puede apreciar

que los analitos no interfieren entre si para su cuantificacion.
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Figura 5. Cromatograma de una disolucion estandar de paracetamol 30 ug/mL.

Longitud de onda=230 nm.

Purity results peak 1 at 1.841 min.
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Figura 6. Espectro UV-Vis de paracetamol. Intervalo de 190 a 400 nm.
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Figura 7. Cromatograma de una disolucion estandar de cafeina 8 pg/mL.

Longitud de onda=272 nm.
Purity results peak 1 at 2.631 min.
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Figura 8. Espectro UV-Vis de cafeina medido en el intervalo de 190 a 400 nm
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Figura 9. Cromatograma de una disolucion estandar de acido acetilsalicilico 30
pg/mL. Longitud de onda=272 nm.

Purity results peak 1 at 4.446 min.
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Figura 10. Espectro UV-Vis de acido acetilsalicilico. Intervalo de 190 a 400 nm

En la Figura 11 se muestra un cromatograma de la mezcla estandar de los analitos

y de una muestra problema.
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Figura 11. A) Cromatograma con los 3 activos en una disolucion estandar de
trabajo: cafeina, paracetamol y acido acetil salicilico. B) Cromatograma de
muestra problema con los tres analitos. Obtenidos conforme al método analitico.

Dado que los cromatogramas muestran evidencia de que no hay interferencia de
los componentes de la formulacion (placebo, diluyente y reactivos empleados en el
analisis) con los principios activos, se puede concluir que el método analitico es

especifico.



En la tabla 10 se resume el orden de elucidon de los analitos con las condiciones

cromatograficas Optimas.

Tabla 10. Tiempos de retencién bajo condiciones de separacién 6ptimas.

Compuestos Tiempo de retenciéon (min)
Paracetamol 1.9
Cafeina 2.7
Acido acetil salicilico 4.4
Acido salicilico 5.6

5.2 Intervalo, linealidad y exactitud del sistema

Cada activo cumple con los parametros solicitados en el disefio experimental de la

Tabla 1, los cuales son:

O

O

O

r2 2 0.9900

El intervalo de confianza del intercepto debe incluir el 0 (p 95 %); y/o el
intercepto < 3.0 % de la sefal del estandar al nivel del 100 %.

Suma de residuales (La Suma de Cuadrados de la Regresién debe ser
mayor que la Suma de Cuadrados Residual).

Investigar en los siguientes niveles de concentracion para cada
principio activo: 50, 75, 100, 125y 150 %

Determinar por triplicado.

Para intervalo y linealidad, otro parametro que debe cumplir y de gran importancia

es que el valor de p es inferior al nivel de significacidn; en este caso p<0.05 (p=95

%) nos indicaria que la hipotesis de partida sea falsa, es decir, que nuestro

experimento no es lineal en el intervalo de concentracion establecido.

Con base en los resultados mostrados en la Tabla 11, se puede afirmar que el

método cumple con los requisitos de linealidad, dado que los valores de r? estan por

arriba de 0.99 y en todos los activos el intervalo de confianza de la ordenada incluye

el cero. Otra forma de demostrar que el error sistematico es despreciable, es

mediante el calculo del porcentaje del intercepto contra la sefial al 100 %, donde

éste debe ser menor del 3 % de la respuesta de la solucion estandar, el error tipico
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sea pequefio en comparacion con los valores de las areas obtenidas, y los valores

de F critico sea menor que los de F calculado.

Tabla 11. Resumen de la regresion lineal del sistema cromatografico para cada uno de

los activos.
Analito
Paracetamol Cafeina Acido Acetilsalicilico
Ordenada 4158.8 1760.3 10150.4
Superior Inferior Superior Inferior Superior Inferior
IC ordenada 95%
Ecuacién de -9741 18059 -2992 6512 -90 20391
la recta Pendiente 19760418 18727661 15068901
Superior Inferior Superior Inferior Superior Inferior
IC pendiente 95%
19438689 20082147 18296644 19158677 14836138 15301664
r? 0.9993 0.9985 0.9993
Error tipico 8309 2862 6121
F 17606 8811 19561
F critico 9.51E-22 8.52E-20 4.80E-22
3% de la sefial del
estandar al 100%: 24174 5884 18878
1250000 o
y =19760418x + 4159
2 _
1000000 R=0.9993 Rt
o
750000
5] .
g
< @
500000
pe
250000
0
0 0.02 0.04 0.06 0.08

Concentracién (mg/mL)

Figura 12. Grafico de area en funcion de la concentracion resultados linealidad del
sistema paracetamol.
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Figura 13. Grafico de area en funcion de la concentracion resultados linealidad del
sistema acido acetilsalicilico.
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Figura 14. Grafico de area en funcion de la concentracion resultados linealidad del
sistema cafeina.

Con la ecuacion de la recta de la linealidad del sistema y las areas obtenidas
experimentalmente, se calculan las concentraciones recuperadas y con ello el

recobro.
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5.3 Intervalo, linealidad y exactitud del método

Cada activo cumple con los parametros solicitados en el disefio experimental de la
Tabla 1, los cuales son:
o r?=0.9900
o Elintervalo de confianza del intercepto debe incluir el 0 (p 95%); y/o el
intercepto < 3.0 % de la sefial del estandar al nivel del 100%.
o Suma de residuales (La Suma de Cuadrados de la Regresion debe ser
mayor que la Suma de Cuadrados Residual).
o Investigar en los siguientes niveles de concentracion para cada
principio activo: 50, 75, 100, 125y 150%

o Determinar por triplicado.

La diferencia entre la linealidad del método y la del sistema, es que, en la linealidad
del método, ademas de probar el intervalo y la linealidad, se observa la interaccion
de los analitos con el placebo, para asi asegurar que con el método analitico a
validar se extrae el 100 % del activo dentro del intervalo establecido.

Los recobros obtenidos en la linealidad del sistema aseguran que la extraccion del
de los activos de interés en el producto problema sera eficiente, (precisa y exacta),
dando resultados confiables, si se siguen las indicaciones del tratamiento de la
muestra descritos en esta validacién. Con la ecuacidn de la recta de la linealidad
del Método y las areas obtenidas experimentalmente, se calculan las

concentraciones recuperadas y con ello el recobro.
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Tabla 12. Resumen de Regresion lineal del método de cada uno de los activos.

400000

200000

0

0.000000

0.020000

0.040000

Concentracién (mg/mL)

Analito
Paracetamol Cafeina Acido Acetilsalicilico
Ordenada 6103.307879 4105.028960 9361.675156
IC ordenada Superior Inferior Superior Inferior | Superior | Inferior
Ecuacién 95% -12071 24277 1350 6859 -5800 21173
de la recta Pendiente 14944045 14441807 11454804
IC pendiente Superior Inferior Superior Inferior | Superior | Inferior
95% 14482380 15405709 | 14172675 | 14710937 | 11148334 | 11833521
r? 0.9973 0.9990 0.9977
Error tipico 10778 1634 7998
F 4890 13439 5250
F critico 3.8865E-18 5.4991E-21 2.4512E-22
3% de la sefial del
estandar al 100%: 24174 5884 18878
200000 y = 14,936,820x + 6,438 0
R?=0.9973 )
."‘.‘.
600000 ‘
3 o
< e J

0.060000

Figura 15. Grafico de area en funcion de la concentracion resultados linealidad del
Método Paracetamol.
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Figura 16. Grafico de area en funcion de la concentracion resultados linealidad del
Método Cafeina.
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Figura 17. Grafico de area en funcion de la concentracion resultados linealidad del
Método Acido Acetilsalicilico.
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5.4 Adecuabilidad del Sistema.
Con los datos obtenidos experimentalmente podemos definir criterios de
Adecuabilidad del sistema que se deberan cumplir cada que se reproduzca la

técnica analitica validada.

Tabla 13. Tabla de Resultados del Estandar a lo largo de la Validacion

Acido
Paracetamol Cafeina Acetilsalicilico
PRUEBA RSD (tr(min) [ RSD |tr (min)| RSD tr (min)
LIN SISTEMA 0.53 2.00 1.29 2.89 1.35 4.24
LIN METODO 1.59 1.96 0.52 2.85 0.70 4.28
ROBUSTEZ pH=2.5 1.29 1.99 1.59 2.89 1.21 4.35
Pl A2D1 0.31 1.96 0.68 2.87 0.06 4.33
Pl A1D2 1.22 1.96 0.34 3.03 0.30 4.63
ROB FL 1.0 mL/min 0.05 2.23 0.12 3.44 0.05 5.01
ROB COND NORMAL 0.32 1.94 0.27 2.99 0.85 4.55
ROB FL 1.4 mL/min 0.17 1.69 0.12 2.62 0.14 4.09
Pl A2D2 0.18 1.86 0.44 2.66 0.04 4.45
Minino=| 0.17 1.69 0.12 2.62 0.05 4.09
Maximo=| 1.59 2.23 1.59 3.44 1.35 5.01
Tabla 14. Adecuabilidad del sistema
Criterio Especificacion
Platos tedricos > 2000
%RSD <2.0
Tiempo de retencién paracetamol 2.0 min £ 0.5 min
Tiempo de retencion cafeina 3.0 min + 0.5 min
Tiempo de retencion acido acetilsalicilico 4.5 min + 0.6 min




5.5 Precision del sistema

En la Tabla 15 se muestran los resultados de la precisidon del sistema evaluadas con
las areas obtenidas al inyectar en repetidas ocasiones una disolucion de estandar

de concentracion 30 pg/mL (paracetamol y acido acetilsalicilico) y 8 uyg/mL (cafeina).

Todos los %RSD resultaron menores al 2 % lo cual implica que es sistema
cromatografico cumple con los requisitos de Adecuabilidad, para asegurar que el
analisis es confiable, también, cabe mencionar que el %RSD para &acido
acetilsalicilico es mayor; esto debido a que como ya se habia mencionado el analito

es inestable en solucidn y se degrada rapidamente en acido salicilico.

Tabla 15. Tabla de Resultados de la prueba de precisién del sistema

Paracetamol Cafeina Acido Acetilsalicilico
Area Area Area
Estandar 1 811443 195420 632329
Estandar 2 807718 194253 628216
Estandar 3 808931 194260 624713
Estandar 4 806608 194126 624623
Estandar 5 805021 194029 618113
Estandar 6 800864 198153 642757
Promedio= 806764 195040 628459
%RSD= 0.45 0.82 1.34

5.6 Repetibilidad del método

Todos los %RSD resultaron menores al 2 % lo cual implica que el método es exacto
y preciso, por lo cual cuidando los parametros minimos para llevar a cabo un analisis

experimental, se obtendran resultados confiables.
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Tabla 16. Tabla de resultados de Muestra para Repetibilidad

Paracetamol | Cafeina Acido acetilsalicilico

Repetibilidad M1 103.0 99.1 101.3
Repetibilidad M2 101.4 100.5 101.2
Repetibilidad M3 101.7 100.3 101.8
Repetibilidad M4 100.9 97.6 101.5
Repetibilidad M5 101.5 99.3 102.8
Repetibilidad M6 98.8 100.3 101.9
Prom= 101.2 99.5 101.8

%RSD= 1.35 1.09 0.57

Todos los RSD son menores al 2 %

5.7 Precision Intermedia

Se calculd el porcentaje recuperado de cada analito al realizar diferentes
determinaciones con dos analistas en dias y equipos diferentes, utilizando la
siguiente ecuacion.

0 ] Areay:, Concentraciongy
Yo Activo = X - x100
Areag; Concentracion,

Tabla 17. Tabla Precision Intermedia para Paracetamol

H 0,
Analista 1 Analista 2 Pr(c:jr;es?lo (/;Tass[))
102.7 101.5
101.2 97.8
, 101.5 101.6
Dia 1 100.7 1001 100.44 1.47
101.3 98.8
98.6 99.5
101.5 97.7
102.3 98.5
, 101.7 100.9
Dia 2 100 1 983 100.12 1.77
99.2 97.9
102.8 100.5
Promedio
Analistas 101.13 99.43
%RSD
Analistas 1.29 1.46
Promediogiobai 100.28
%RSDaiobal 1.6028
DR 1.02
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Tabla 18. Tabla Precision Intermedia para Cafeina

. . Promedio | %RSD
Analista 1 Analista 2 (dias) | (dias)

100.5 101.1
101.9 101.8

Dia 1 19091 67 ggg 100.57 1.35
100.6 98.2
101.6 102.1
99.9 97.7
101.9 98.6

Dia 2 101.6 102.7 99.99 | 1.74
101.5 98.0
100.5 99.3
100.5 97.7

Promedio | 4 g3 99.63

Analistas

% RSD
Analistas 0.90 1.82
PromediOQlobal 1 0028
% RSDGlobal 15510
DR 1.01

Tabla 19. Tabla Precision Intermedia para Acido Acetilsalicilico

H 0,
Analista 1 Analista 2 Pr(c:jr;es?lo (/;Tass[))
100.4 98.0
100.3 99.6
, 100.9 98.3
Dia 1 100.6 98.4 99.73 1.29
101.9 98.8
101.0 98.6
102.6 98.8
99.5 98.1
, 101.8 98.7
Dia 2 102.7 978 100.15 2.04
102.2 98.6
102.7 98.3
Promedio 101.38 98.50
Analistas
% RSD 1.06 0.48
Analistas
Promediogiobal 99.94
% RSDagiobal 1.6828
DR 1.03
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5.8 Robustez

5.8.1 Variacion del pH de la fase movil

En la tabla 20 se muestran los resultados obtenidos al variar el pH de la fase

movil.

Tabla 20. Diferencia Absoluta entre la Condiciéon Normal (pH=3.0) y pH=2.5

Cambio en el pH de la Fase Moévil
Paracetamol Cafeina Acido acetilsalicilico
Cond. Normal 100.3 100.6 98.6
pH=2.5 99.3 98.8 99.2
DA= 0.9 1.8 0.6

La diferencia absoluta fue menor a 2.0, lo cual implica que el método analitico es
robusto a cambios de pH menor a 3.0, pero se debe cuidar que el pH no sea mayor
de 3.0 ya que los picos se deforman, por consiguiente, la separacion no es
reproducible arrojando resultados poco confiables.

El método analitico no fue reproducible a pH=3.5, por lo que no se presentan las
muestras a esta condicion. Los picos a esas condiciones no resultaron bien
definidos; esto pudo ser propiciado por un cambio en la elucion haciendo que el pico

se retuviera mas en la fase estacionaria.

5.8.2 Variacion en la Velocidad de flujo.

Como se puede observar en la Tabla 21, se puede concluir, que el método analitico
es robusto a los cambios en la velocidad del flujo + 0.2 mL/min, dado que los
resultados obtenidos no presentan una diferencia absoluta mayor a 2.0. Sin
embargo, se puede observar que el disminuir el flujo afecta mas a los recobros por
lo que es necesario vigilar este parametro para poder obtener resultados confiables

y reproducibles.
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Tabla 21. Tabla Diferencia Absoluta de Condicion Normal vs Flujo 1.0 mL/min
Cambio en la Velocidad de Flujo

Paracetamol Cafeina Acido acetilsalicilico
1.2 mL min™’
Cond. Normal 101.8 101.1 101.3
Flujo 1.0 mL min™
Condicién baja 1001 99.2 99.4
DA1= 1.7 1.9 1.9
Flujo 1.4 mL min”
Condicion alta 100.0 100.3 99.9
DA2= 0.9 1.2 0.2
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6. Conclusiones

Se llevé a cabo la validacion de un método analitico por cromatografia de liquidos
para la determinacion de acido acetilsalicilico, cafeina y paracetamol, mediante la
evaluacion de los parametros marcados por la ICH Q2 (R1) “VALIDATION OF
ANALYTICAL PROCEDURES”. Se obtuvo adecuada linealidad para acido
acetilsalicilico y paracetamol en el intervalo de 14.7 a 44.1 yg/mL y para la cafeina
en el intervalo de 3.8 a 11.5 pyg/mL.

El método analitico resulté exacto con recobros entre 99.8 y 100.1 %, preciso con
RSD % entre 0.5 y 2.1, y especifico para todos los analitos. La evaluacion de la
robustez mostré6 que se pueden hacer ligeros cambios en las condiciones
cromatograficas de flujo, pero el método fue sensible al cambio del pH de la fase
movil, por lo cual este valor se debe mantener entre 2.5 a 3.0 unidades para obtener

resultados confiables y reproducibles.

Posteriormente, se analizaron estos analitos en tabletas del producto Excedrin y no
se encontraron diferencia significativas entre el contenido experimental y el marcado

en el marbete.

7. Aportacion/ comentarios adicionales

La presente tesis sera de gran utilidad para ilustrar la aplicaciéon de una Guia de
Validacion a través de la evaluacion de los parametros de desempefio mas
importantes en los cursos de analisis instrumental. Con tal propdésito, la obtencion
experimental de cada parametro, su calculo e interpretacion, han sido descritos de
forma detallada y facil de comprender.
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9. Anexos

Anexo 1 Resumen de resultados de Linealidad del sistema

Tabla A1-1. Resultados Estandar y patron de trabajo para las curvas.

Paracetamol Cafeina Acido Acetilsalicilico
Peso (mg) 25.1 6.5 25.8
Factor de Dilucién 625 625 625
Concentracién (mg/mL) 0.0400 0.0104 0.0412
Promedio estandar 805822 196154 629276
% RSD 0.53 1.29 1.35
Peso de los activos en la curva
Patron Paracetamol Cafeina Acido Acetilsalicilico
1 25.1 6.5 26.0
2 25.3 6.8 25.7
3 25.7 6.1 26.0

Tabla A2. Tabla de Resultados Linealidad del sistema Paracetamol

Concentracion
Nivel (%) Adicionada Area Paracetamol
(mg/mL)
0.020151 407766
50 0.020311 400145
0.020632 413475
0.030226 596719
75 0.030467 611354
0.030948 611918
0.040301 810251
100 0.040622 802265
0.041264 809554
0.050376 1013068
125 0.050778 1010917
0.051581 1015708
0.060452 1208207
150 0.060933 1210650
0.061897 1212781
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Tabla A3. Tabla de Resultados de Linealidad del sistema Cafeina

Concentracion :
Nivel (%) Adicionada ot
(mg/mL)
0.005219 101042
50 0.005460 101653
0.004898 94205
0.007829 147961
75 0.008190 154953
0.007347 139334
0.010439 200327
100 0.010920 203587
0.009796 184622
0.013048 251036
125 0.013651 254792
0.012245 231647
0.015658 299584
150 0.016381 307208
0.014694 271781

Tabla A4. Tabla de Resultados de Linealidad del sistema Acido Acetilsalicilico

Concentracion .
el Adicionada Acido Acetisaliciico
(mg/mL)
0.020821 326746
50 0.020581 314412
0.020821 324352
0.031231 475459
75 0.030871 478582
0.031231 481996
0.041642 646481
100 0.041161 627087
0.041642 632204
0.052052 801847
125 0.051451 785960
0.052052 799401
0.062462 955000
150 0.061742 941460
0.062462 937474

Con los datos obtenidos se procede a realizar la grafica del area obtenida (Y) de
cada analito contra de la concentracion adicionada (X) y su correspondiente
regresion lineal.



Anexo 2 Resumen de regresion lineal del sistema de cada Activo

Tabla A2-1. Tabla de datos del estandar utilizado para Adecuabilidad y cuantificar
la corrida analitica correspondiente a la linealidad del sistema

Paracetamol Cafeina Acido Acetilsalicilico
Peso (mg) 25.1 6.5 25.8
Factor de Dilucién 625 625 625
Concentracién (mg/mL) 0.0400 0.0104 0.0412
Promedio estandar 757082 189914 612808
% RSD 1.59 0.52 0.70

Regresion lineal Paracetamol linealidad del sistema

Tabla A2-2 Tabla de Regresién Lineal de Paracetamol

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de
correlacion multiple
Coeficiente de
determinacion R*2

RA2 ajustado

0.999631018

0.999262172
0.999205416

Error tipico 8309.177368
Observaciones 15
ANALISIS DE
VARIANZA
Grados de Suma de Promedio de Valor critico de
libertad cuadrados los cuadrados F F

Regresion 1 1.21558E+12 1.21558E+12 17606.27211 9.51642E-22
Residuos 13 897551570.9 69042428.53
Total 14 1.21648E+12

Coeficientes Error tipico Estadistico t Probabilidad Inferior 95%  Superior 95%
Intercepcion 4158.824199 6433.773296 0.646405151 0.529264215  -9740.497972 18058.14637
Variable X 1 19760417.63 148923.2187 132.6886284 9.51642E-22 19438688.57 20082146.68

Ecuacion de la recta: y= a + bx

a= Intercepto 19760417.628587

b= pendiente de la recta= 4158.824199
x= Concentracion

Concentracion de determinacion R2 = 0.9993
Intervalo de confianza de la interseccion con el eje y= 4158.824199 + 13899.32217
3% de la senal del estandar al 100%: 24174.6
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Regresion lineal cafeina linealidad del sistema

Tabla A2-3 Tabla de Regresién Lineal de Cafeina

Coeficiente de
correlacion

multiple 0.999263118
Coeficiente de
determinacién
RA2 0.99852678
RA2 ajustado 0.998413455
Error tipico 2862.106513
Observaciones 15
ANALISIS DE
VARIANZA
Grados de Suma de Promedio de Valor critico de
libertad cuadrados los cuadrados F F

Regresion 1 72178355296 72178355296 8811.206871 8.52397E-20
Residuos 13 106491498 8191653.692
Total 14 72284846794

Coeficientes Error tipico Estadistico t Probabilidad Inferior 95%  Superior 95%
Intercepcion 1760.330468  2199.778522 0.800230774 0.437956861 -2992.002101 6512.663038
Variable X 1 18727660.65 199510.5346 93.86802902 8.52397E-20 18296644.34 19158676.96

Resumen de resultados:

Ecuacion de la recta: y= a + bx

a= Intercepto Y=-18727660.650227

b= pendiente de la recta= 1760.330468

x= Concentracion

Concentracion de determinacion R? = 0.998527

Intervalo de confianza de la interseccion con el eje y= 1760.330468 + 4752.332569
3% de la sefial del estandar al 100 %: 5884.62
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Regresién lineal Acido Acetilsalicilico linealidad del sistema

Tabla A2-4 Tabla Regresion Lineal Acido Acetilsalicilico
Estadisticas de la regresién

Coeficiente de
correlacion multiple  0.999667872
Coeficiente de
determinacion R*2  0.999335854

RA2 ajustado 0.999284766
Error tipico 6120.672929
Observaciones 15
ANALISIS DE
VARIANZA
Grados de Suma de Promedio de los
libertad cuadrados cuadrados F Valor critico de F
Regresion 1 7.32807E+11 7.32807E+11  19561.00248 4.80246E-22
Residuos 13 487014282.3 37462637.1
Total 14 7.33294E+11

Coeficientes Error tipico Estadistico t Probabilidad Inferior 95%  Superior 95%
Intercepcion 10150.40596 4740.48757 2141215604 0.051779895  -90.79480561 20391.60672
Variable X 1 15068900.75 107742.2444 139.8606538 4.80246E-22 14836137.78 15301663.72

Resumen de resultados:

Ecuacion de la recta: y= a + bx

a= Intercepto Y=10150.40596

b= pendiente de la recta= 15068900.749266

x= Concentracion

Concentracion de determinacion R 2 = 0.999336

Intervalo de confianza de la interseccion con el eje y= 10150.40596 + 10241.20077
3 % de la sefal del estandar al 100%: 18878.28
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Tabla A2-5. Tabla de Recobros de Cafeina linealidad del sistema

Concentracion

Concentracion

Tabla A2-10. Tabla de Recobros del Acido Acetilsalicilico linealidad del sistema

Nivel (%) Nombre Adicionada Recuperada Recobro (%) | Promedio DE | %RSD
(mg/mL) (mg/mL)

LIN 50-1 0.005219 0.005337 102.3

25 LIN 50-2 0.005460 0.005370 98.3 100.7 1.7 1.7
LIN 50-3 0.004898 0.004976 101.6
LIN 75-1 0.007829 0.007816 99.8

50 LIN 75-2 0.008190 0.008185 99.9 100.0 0.1 0.1
LIN 75-3 0.007347 0.007360 100.2
LIN 100-1 0.010439 0.010582 101.4

70 LIN 100-2 0.010920 0.010754 98.5 99.8 1.2 1.2
LIN 100-3 0.009796 0.009752 99.6
LIN 125-1 0.013048 0.013261 101.6

100 LIN 125-2 0.013651 0.013459 98.6 100.1 1.2 1.2
LIN 125-3 0.012245 0.012236 99.9
LIN 150-1 0.015658 0.015825 101.1

120 LIN 150-2 0.016381 0.016228 99.1 99.3 1.4 14
LIN 150-3 0.014694 0.014356 97.7
Prom= 100.0
RSD (%) = 1.38

Concentracion

Concentracion

Se cumplen con los criterios establecidos en la Tabla 5 para Exactitud

Nivel (%) Nombre Adicionada Recuperada Recobro (%) | Promedio DE | %RSD
(mg/mL) (mg/mL)

LIN 50-1 0.020821 0.021413 102.8

25 LIN 50-2 0.020581 0.020605 100.1 101.7 1.1 1.1
LIN 50-3 0.020821 0.021256 102.1
LIN 75-1 0.031231 0.031159 99.8

50 LIN 75-2 0.030871 0.031363 101.6 100.8 0.8 0.8
LIN 75-3 0.031231 0.031587 101.1
LIN 100-1 0.041642 0.042366 101.7

70 LIN 100-2 0.041161 0.041095 99.8 100.4 1.0 1.0
LIN 100-3 0.041642 0.041431 99.5
LIN 125-1 0.052052 0.052548 101.0

100 LIN 125-2 0.051451 0.051507 100.1 100.6 0.3 0.3
LIN 125-3 0.052052 0.052388 100.6
LIN 150-1 0.062462 0.062585 100.2

120 LIN 150-2 0.061742 0.061697 99.9 99.5 0.8 0.8
LIN 150-3 0.062462 0.061436 98.4
Prom= 0.0416290 100.6
RSD (%) = 1.15
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Anexo 3 Resumen de resultados de Linealidad del Método

Tabla A3-1. Tabla de Resultados Linealidad del Método Paracetamol

Concentracion

Nivel (%) Nombre Adicionada Paracetamol
(mg/mL)
LIN 50-1 0.018774 278961
25 LIN 50-2 0.018369 276612
LIN 50-3 0.018958 286773
LIN 75-1 0.028125 422648
50 LIN 75-2 0.027757 420149
LIN 75-3 0.028051 417264
LIN 100-1 0.037512 583284
70 LIN 100-2 0.037328 571592
LIN 100-3 0.037033 569015
LIN 125-1 0.046089 713875
100 LIN 125-2 0.046089 701587
LIN 125-3 0.046199 701604
LIN 150-1 0.055587 828642
120 LIN 150-2 0.055660 824360
LIN 150-3 0.055734 823981

Tabla A3-2. Tabla de Resultados Linealidad del Método Cafeina

Concentracion

Nivel (%) Nombre Adicionada Cafeina
(mg/mL)

LIN 50-1 0.004881 75904

50 LIN 50-2 0.004776 73991
LIN 50-3 0.004929 75989

LIN 75-1 0.007312 108835

75 LIN 75-2 0.007217 108256
LIN 75-3 0.007293 108967

LIN 100-1 0.009753 143731

100 LIN 100-2 0.009705 144953
LIN 100-3 0.009629 143531

LIN 125-1 0.011983 174608

125 LIN 125-2 0.011983 175410
LIN 125-3 0.012012 174949

LIN 150-1 0.014453 215644

150 LIN 150-2 0.014472 214153

LIN 150-3 0.014491 215113




Tabla A3-3. Tabla de Resultados Linealidad del Método Acido Acetilsalicilico

Concentracion
Nivel (%) Nombre Adicionada Acido Acetilsalicilico
(mg/mL)
LIN 50-1 0.018774 219990
50 LIN 50-2 0.018369 213316
LIN 50-3 0.018958 221619
LIN 75-1 0.028125 337213
75 LIN 75-2 0.027757 326324
LIN 75-3 0.028051 327384
LIN 100-1 0.037512 444439
100 LIN 100-2 0.037328 441741
LIN 100-3 0.037033 441006
LIN 125-1 0.046089 552751
125 LIN 125-2 0.046089 544383
LIN 125-3 0.046199 539270
LIN 150-1 0.055587 635360
150 LIN 150-2 0.055660 638057
LIN 150-3 0.055734 640937

Anexo 4 Resumen de regresion lineal del Método de cada Activo

Tabla A4-1. Tabla de Resultados Linealidad del Método Paracetamol

Estadisticas de la regresién

Coeficiente de

correlacion multiple  0.998673493
Coeficiente de
determinaciéon R"2  0.997348747
R"2 ajustado 0.997144804
Error tipico 10777.59131
Observaciones 15
ANALISIS DE VARIANZA
Promedio
Grados de Suma de de los Valor critico
libertad cuadrados cuadrados F de F
Regresion 1 5.6804E+11 5.6804E+11 4890.341092 3.8865E-18
Residuos 13 1510034167 116156474
Total 14 5.6955E+11
Superior
Coeficientes  Error tipico  Estadisticot Probabilidad  Inferior 95% 95%
Intercepcién 6103.307879 8412.63964 0.72549261 0.481006833 -12071.0951 24277.7109
Variable X 1 14944044.81 213697.079 69.9309738 3.88649E-18 14482380.3 15405709.3

Resumen de resultados:
Ecuacion de la recta: y= a + bx

a= Intercepto a=6103.307879
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b= pendiente de la recta= 14944044.808930

x= Concentracion

Concentracion de determinacion r 2 = 0.999336

Intervalo de confianza de la interseccion con el eje y= 10150.40596 + 10241.20077
3% de la sefal del estandar al 100%: 22712.46

Tabla A4-2. Tabla de Resultados Linealidad del Método Cafeina

Estadisticas de la regresion
Coeficiente de
correlacion multiple 0.999516689
Coeficiente de
determinacion R*2 0.999033611

RA2 ajustado 0.998959274
Error tipico 1633.54917
Observaciones 15

ANALISIS DE VARIANZA

Grados de  Suma de Promedio de Valor critico
libertad cuadrados los cuadrados F de F

Regresion 13.5862E+10 3.5862E+10 13439.14329 5.4991E-21
Residuos 13 34690277.6 2668482.89
Total 143.5897E+10

Coeficientes Error tipico Estadisticot Probabilidad Inferior 95% Superior 95%
Intercepcion 4105.02896 1275.09572 3.21938887 0.006712316 1350.35214 6859.70578
Variable X 1 14441806.77 124576.389 115.927319 5.49913E-21 14172675.8 14710937.7

Resumen de resultados:

Ecuacion de la recta: y= a + bx

a= Intercepto=4105.02896

b= pendiente de la recta= 14441806.773320

x= Concentracion

Concentracion de determinacion r 2 = 0.999034

Intervalo de confianza de la interseccion con el eje y=4105.02896 + 2754.67682
3% de la sefial del estandar al 100%: 5517.42



Tabla A4-3. Tabla de Resultados Linealidad del Método Acido Acetilsalicilico

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de
correlacion multiple
Coeficiente de
determinacion R*2

RA2 ajustado
Error tipico

Observaciones

0.998764338

0.997530204
0.997340219
7997.865432

15

ANALISIS DE VARIANZA

Grados de Suma de Promedio de Valor critico
libertad cuadrados los cuadrados F de F
Regresion 1 3.3586E+11  3.3586E+11 5250.592128 2.4512E-18
Residuos 13 831556069  63965851.5
Total 14 3.3669E+11
Superior
Coeficientes _ Error tipico  Estadisticot  Probabilidad  Inferior 95% 95%
Intercepcion 7686.310822 6242.87541 1.23121323 0.240053001 -5800.60154 21173.2232
Variable X 1 11490928.14 158580.932  72.4609697 2.45125E-18 11148334.9 11833521.4

Resumen de resultados:
Ecuacion de la recta: y= a + bx
a= Intercepto a=7686.310822

b= pendiente de la recta= 11490928.310822

x= Concentracion

Concentracion de determinacion r 2 = 0.997530
Intervalo de confianza de la interseccion con el eje y= 7686.3108 + 13486.9126
3% de la senal del estandar al 100%: 18084.24
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Tabla A4-4. Tabla de Recobros de Paracetamol

Concentracion | Concentracion
Nivel (%) Adicionada Recuperada Retiobro Promedio DE %RSD
(%)
(mg/mL) (mg/mL)
0.018774 0.018245 97.2
50 0.018369 0.018088 98.5 98.2 0.8 0.8
0.018958 0.018768 99.0
0.028125 0.027865 99.1
75 0.027757 0.027697 99.8 99.0 0.7 0.7
0.028051 0.027504 98.1
0.037512 0.038619 103.0
100 0.037328 0.037836 101.4 102.0 0.7 0.7
0.037033 0.037664 101.7
0.046089 0.047362 102.8
125 0.046089 0.046539 101.0 101.5 0.9 0.9
0.046199 0.046540 100.7
0.055587 0.055045 99.0
150 0.055660 0.054759 98.4 98.5 0.4 04
0.055734 0.054733 98.2
Prom= 0.0371510 99.8
RSD (%) = 1.80
Tabla A4-5. Tabla de Recobros de Cafeina
Concentracion | Concentracion
Nivel (%) Adicionada Recuperada REEED Promedio DE %RSD
(%)
(mg/mL) (mg/mL)
0.004881 0.004972 101.8
50 0.004776 0.004839 101.3 1014 0.4 04
0.004929 0.004977 101.0
0.007312 0.007252 99.2
75 0.007217 0.007212 99.9 99.6 0.3 0.3
0.007293 0.007261 99.6
0.009753 0.009668 99.1
100 0.009705 0.009753 100.5 100.0 0.6 0.6
0.009629 0.009654 100.3
0.011983 0.011806 98.5
125 0.011983 0.011862 99.0 98.7 0.2 0.2
0.012012 0.011830 98.5
0.014453 0.014648 1014
150 0.014472 0.014544 100.5 100.9 0.3 0.3
0.014491 0.014611 100.8
Prom= 0.0096593 100.1
RSD (%) = 1.08
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Tabla A4-6. Tabla de Recobros Acido Acetilsalicilico

Concentracion | Concentracion
Nivel (%) Adicionada Recuperada Re;z;)ro Promedio DE %RSD
(mg/mL) (mg/mL)

0.018774 0.018476 98.4

50 0.018369 0.017895 97.4 98.0 0.4 0.4
0.018958 0.018618 98.2
0.028125 0.028677 102.0

75 0.027757 0.027729 99.9 100.3 1.2 1.2
0.028051 0.027822 99.2
0.037512 0.038008 101.3

100 0.037328 0.037774 101.2 101.4 0.3 0.3
0.037033 0.037710 101.8
0.046089 0.047434 102.9

125 0.046089 0.046706 101.3 101.5 1.1 1.1
0.046199 0.046261 100.1
0.055587 0.054623 98.3

150 0.055660 0.054858 98.6 98.6 0.2 0.3
0.055734 0.055109 98.9
Prom= 0.0371800 100.0
RSD (%) = 1.69

Se cumplen con los criterios establecidos en la tabla 4.2.1 para Exactitud

Anexo 5 Resumen de resultados de precision intermedia

Tabla A5-1. Tabla de Resultados del Estandar Analista 1 Dia 1

Paracetamol Cafeina Acido
Acetilsalicilico
Peso (mg) 25.1 6.5 25.8
Factor de Dilucién 625 625 625
Concentracién (mg/mL) 0.04001944 0.01036152 0.04123872
Contenido tedrico por tableta (mg) 250 65 260
Peso promedio (10 tabs mg) 679.12

Tabla A5-2. Tabla de resultados Estandar precision intermedia Analista 2 Dia 1

Paracetamol Cafeina Acido
Acetilsalicilico

Peso (mg) 25.1 6.5 25.8
Factor de Dilucién 625 625 625
Concentracién (mg/mL) 0.04002 0.01036 0.04124
Promedio estandar 899585.3333 215776.6667 706627.6667
% RSD 0.31 0.68 0.06
Contenido tedrico por tableta (mg) 250 65 250
Peso promedio (10 tabs mg) 679.12




Tabla A5-3. Tabla de resultados Estandar precision intermedia Analista 1 Dia 2

Paracetamol Cafeina Acido
Acetilsalicilico

Peso (mg) 25.1 6.5 25.8
Factor de Dilucién 625 625 625
Concentracién (mg/mL) 0.04002 0.01036 0.04124
Promedio estandar 1626.80832 244.94606 1621.73819
% RSD 1.22 0.34 0.30
Contenido tedrico por tableta (mg) 250 65 250
Peso promedio (10 tabs mg) 679.12

Tabla A5-4. Tabla de resultados Estandar precision intermedia Analista 2 Dia 2

Paracetamol Cafeina Acido
Acetilsalicilico

Peso (mg) 25.1 6.5 25.8
Factor de Dilucién 625 625 625
Concentracién (mg/mL) 0.04001944 0.01036152 0.04123872
Promedio estandar 1938.4818 512.4353 1896.1205
% RSD 0.18 0.44 0.04
Contenido tedrico por tableta (mg) 250 65 250

Peso promedio (10 tabs mg) 679.12

Tabla A5-5. Tabla de resultados precision intermedia para el paracetamol

Recobro % Paracetamol
Analista 1 Analista 2

Ensayo Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2

1 102.7 101.5 101.5 97.7

2 101.2 102.3 97.0 98.5

3 101.5 101.7 101.6 100.9

4 100.7 100.1 100.1 98.3

5 101.3 99.2 98.8 97.9

6 98.6 102.8 99.5 100.5
Recobro % promedio intradia 101 101.2 99.9 98.9

% RSD intradia 1.3 1.3 1.5 14

Anexo 6 Resumen de resultados de Robustez de cada Activo

Cambio en el pH

Tabla A6-1. Tabla Resultados Estandar Condicion Normal

Paracetamol Cafeina Acido
Acetilsalicilico

Peso (mg) 25.1 6.5 25.8
Factor de Dilucién 625 625 625
Concentracién (mg/mL) 0.04002 0.01036 0.04124
Promedio estandar 899585 215777 706628

% RSD 0.31 0.68 0.06
Contenido tedrico por tableta (mg) 250 65 250

Peso promedio (10 tabs mg) 679.12
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Tabla A6-1. Tabla Resultados Muestras Condiciéon Normal

Area : Peso Cuantificacién en %
Acido Muestra Acido
Paracetamol | Cafeina | Acetilsalicilico (mg) Dilucién | Paracetamol | Cafeina | Acetilsalicilico
Cond. Norm. 717954 172250 524571 106.9 1250 101.5 101.1 98.0
Cond. Norm. 729204 182750 561302 112.6 1250 97.8 101.8 99.6
Cond. Norm. 682576 160297 499594 101.5 1250 101.6 99.0 98.3
Prom= 100.3 100.6 98.6
%RSD= 2.1 1.4 0.8
Tabla A6-2. Tabla Resultados Estandar pH=2.5
Paracetamol Cafeina Acido
Acetilsalicilico
Peso (mg) 25.1 6.5 25.8
Factor de Dilucion 625 625 625
Concentracién (mg/mL) 0.04001944 0.01036152 0.04123872
Promedio estandar 882052 211853 689205
% RSD 1.29 1.59 1.21
Contenido tedrico por tableta (mg) 250 65 250
Peso promedio (10 tabs mg) 679.12

Tabla A6-3. Tabla Resultados Muestras Robustez Fase movil pH=2.5

Area : Peso Cuantificacién en %
Acido Muestra Acido
Paracetamol | Cafeina | Acetilsalicilico (mg) Dilucién | Paracetamol | Cafeina | Acetilsalicilico

Rob pH=2.5 683093 167367 521025 106.9 1250 98.4 100.0 99.8
Rob pH=2.5 725107 173387 543427 112.6 1250 99.2 98.4 98.8
Rob pH=2.5 661322 155975 490614 101.5 1250 100.4 98.2 99.0
Prom= 99.3 98.8 99.2

%RSD= 1.0 1.0 0.5

Cambio en el Flujo
Tabla A6-4. Tabla de resultados estandar Condicidon Normal

Paracetamol | Cafeina | Acido Acetilsalicilico
Peso (mg) 25.1 6.5 25.8
Factor de Dilucién 625 625 625
Concentracién (mg/mL) 0.04002 0.01036 0.04124
Area Promedio estandar 1626.8083 244.9461 1621.7382
% RSD 1.22 0.34 0.30
Contenido tedrico por tableta (mg) 250 65 250
Peso promedio (10 tabs mg) 679.12

Tabla A6-5. Tabla de resultados Muestras Condicién Normal

Area : Peso Cuantificacién en %
Acido Muestra Acido
Paracetamol | Cafeina | Acetilsalicilico (mg) Dilucion | Paracetamol | Cafeina | Acetilsalicilico

Cond. Norm. | 1221.19189 | 181.79558 | 1184.45239 100.5 1250 101.5 99.9 102.6
Cond. Norm. | 1266.12134 | 190.79639 | 1182.61108 103.4 1250 102.3 101.9 99.5
Cond. Norm. | 1256.0094 |189.73868 | 1207.39038 103.2 1250 101.7 101.6 101.8
Prom= 101.8 101.1 101.3

%RSD= 0.4 1.1 1.6
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Tabla A6-6. Tabla de resultados estandar Velocidad de Flujo 1.0 mL/min

Paracetamol Cafeina Acido
Acetilsalicilico

Peso (mg) 25.1 6.5 25.8
Factor de Dilucién 625 625 625
Concentracion (mg/mL) 0.04002 0.01036 0.04124
Promedio estandar 2402 642 2344
% RSD 0.05 0.12 0.05
Contenido tedrico por tableta (mg) 250 65 250
Peso promedio (10 tabs mg) 679.12

Tabla A6-7. Tabla de resultados Muestras Velocidad de Flujo 1.0 mL/min

Area : Peso Cuantificacién en %
Acido Muestra Acido
Paracetamol | Cafeina | Acetilsalicilico (mg) Dilucién | Paracetamol | Cafeina | Acetilsalicilico
Rob FI1.0mL 1780.371 475.34619 1687.474 100.5 1250 100.2 99.7 101.1
Rob FI1.0mL | 1836.106 |489.82938| 1689.304 103.4 1250 100.5 99.8 98.4
Rob FI1.0mL | 1817.203 |480.74356| 1689.962 103.2 1250 99.6 98.2 98.6
Prom= 100.1 99.2 994
%RSD= 04 0.9 1.5
Tabla A6-8. Tabla de resultados estandar Condicién Normal
Paracetamol Cafeina Acido
Acetilsalicilico
Peso (mg) 25.1 6.5 25.8
Factor de Dilucién 625 625 625
Concentracién (mg/mL) 0.04001944 0.01036152 0.04123872
Promedio estandar 1802 472 1817
% RSD 0.32 0.27 0.85
Contenido tedrico por tableta (mg) 250 65 250
Peso promedio (10 tabs mg) 679.12

Tabla A6-9. Tabla de resultados Muestras Condicién Normal

Area : Peso Cuantificacién en %
Acido Muestra Acido
Paracetamol | Cafeina | Acetilsalicilico (mg) Dilucion | Paracetamol | Cafeina | Acetilsalicilico

Cond. Norm. 1320.188 | 356.54578 1301.255 100.9 1250 98.7 101.2 100.2
Cond. Norm. 1345.417 362.3233 1297.352 102.6 1250 98.9 101.2 98.2
Cond. Norm. 1354.312 366.2868 1331.788 102.6 1250 99.5 102.3 100.8
Prom= 99.0 101.5 99.7

%RSD= 0.5 0.6 1.4
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Tabla A6-10. Tabla de resultados estandar Velocidad de Flujo 1.4 mL/min

Paracetamol | Cafeina Acido
Acetilsalicilico

Peso (mg) 251 6.5 25.8

Factor de Dilucién 625 625 625
Concentracién (mg/mL) 0.04001944 0.01036152 0.04123872
Promedio estdndar 1539 407 1539

% RSD 0.17 0.12 0.14
Contenido tedrico por tableta (mg) 250 65 250

Peso promedio (10 tabs mg) 679.12

Tabla A6-11. Tabla de resultados Muestras Velocidad de Flujo 1.4 mL/min

Area : Peso Cuantificacién en %
Acido Muestra Acido
Paracetamol | Cafeina | Acetilsalicilico (mg) Dilucién | Paracetamol | Cafeina | Acetilsalicilico

RobFL1.4mL | 1137.985 |303.45554| 1104.523 100.9 1250 99.6 100.0 100.4
RobFL1.4mL | 1168.128 |305.52869| 1097.000 102.6 1250 100.5 99.0 98.1
RobFL1.4mL | 1160468 |314.69745| 1132.871 102.6 1250 99.8 102.0 101.3
Prom= 100.0 100.3 99.9

%RSD= 0.5 15 1.7
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