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1. INTRODUCCION

Ei Acetaminofén continua siendo un compuesto analgdsico ampliamente
utilizado. En la literatura cientlfica Nacional e Internacional se re-
portan métodos para su anidlisis por Espectrofotometria y Cromatografla de
llquidos de alta resolucién (CLAR). (12,13)

Por su parte la Farsacopea Nacional Oe Loes Estados Unidos Mexicanos
vy la Farmacopea U.S5.P. XXI, establecen un método analltico por reaccidn
colorindtrica con vainillina. Sin embargo este método no es de utilidad
para la cuantificacidon de acetaminofén, debido a que interfiere el pro
ducto de degradacidn (p-amino~fenol) en la region de absorcion del es—
pectro de W.V. cercano al del acetaminofén. (12,13)

A través de una separacidn cromatografica obtendremoas resultados
ventajosos para ser ulilizados en andlisis de control de calidad para
una solucidn pedidtrica. )

Debido a las propiedades fisicoquimicas del acetaminofén, fué su-
ceplible de ser analizddo por cromatografla de gases dado que el pro—~
ducto no sufre descomposicidn al ser vaporizado‘. Podemos concluir que
el metodo desarrollado fue lineal, precise, exacto, reproducible, espe-

clfico, rapido v econdmico.



2. FUNDAMENTACION DEL TEMA

Debido al desarrollo rientifico vy tecnoldgico en el area
farmacdutica vy a las necesidades que se tienen del conocimien~
to de nuevos métodos analiticos con mejores resultados y mayor
rapidez; el uso de la cromatografla de gases es un método ana~-
l1itico que cusple con estas caracteristicas.

Despues de que un sedicasento ha sido desarrollade, se debe de~
terminar si el producto sufre o no degradacidn del erincipio activo o
de sus componentes, despues de ser almacenados, transportado u otros.

La Secretaria De Salud en México y otros organismos mds como
la FDA ( Food And Drugs Administration ) en Estados Unidos, han es-
tablecido lineamientos en relacidn a la estabilidad de les wedica~-
mentos, en los tuales se especifica que el contenido de principio ac—
tivo de los mismos no debe de ser inferior al 90% durante toda sw
vida de anaquel. (3,9

Paor lo tanto para que un producto cumpla satisfactoriamente
con los requisitos de pureza y contenido de principio activo, debe
de ser somatido a estudios de estabilidad acelerada, basando al méto-
do de cuantificacidn. Un requisito indispensable que debe cumelir un
metodo analitico para que pueda ser empleado en un estudio de esta-
‘pilidad, es quea ademas de ser preciso, exacto, lineal y reproducible
sea espacifico, es decir; que pueda diferenciar y cuantificar a la
sustancia problema en presencia de su producto o productos de degra-
daciadn. El método analitico por cromatografla de gases cumple con

estos requisitos. (9)



2.1 DEFINICION DE CROMATOGRAFIA DE GASES

ta cromatografia es un proceso de migracidn diferencial en el cual

los componentes de una mezcla son transportados por una fase mdvil, gas

o liquido vy retenidos selectivamente por una fase estacionaria que puede

ser un liquido o un sodlido, de acuyerdo a la naturaleza de las fases in—

volucradas y a los mecanismos de separacidn. (12)

La figura | nuestra la clasificacidn de la cromatografia:
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2.Z. FUNDAMENTUS DE LA CROMATOGRAFIA DE GASES

En la cromatografia de gases se emplea el protedimiento de elucidn;
la muestra se alade a la columna y el gas puro que actua de portador
fluye continuamente a través de la columna,

Los liquidos orgdnicos de alto punto de ebullicion constituyen la
fase estacionaria en la CLG. La fase liquida se extiende como una peli-
cula delgada sobre un sdlido inerte llamado soporte sélido, la base
para la separacion es la particion de la wuestra dentro y fuera de la
misma. Si se puede encontrar una fase llquida gque tenga solubilidad
selectivé para dos compuestos, entonces estos dos pueden separarse me-
diante cromatografia de gases. Debido a la amplia gama de fases llqui-
das disponibles la CLG es la forma mds selectiva de cromatografia y la
la que presenta mayores usos. (14,15)

En la figura 2 se nmuestra el esquena de la columna cromatografica.
La fase estacionaria esta ewpacada apretadamente dentro de una columna;
el gas. portador fluye continuamente a través de la columna., Las molécu-
las de la nuestra se distribuyen o eguilibran entre el gas portador y la
fase organica liquida. Las muestras que son mds solubles en la fase 1li-
quida permanecen menos tiempo en el gas portador en movimiento y, por lo

tanto, se desplazan con mnds lentitud a través de la columna. (14)

EASE MOVIL )

FASE ESTACIONARIA
FASE MOVIL
e el

FASE MOVIL
—_—

FIGURA 2
REPRESENTACION ESQUEMATICA DE UNA COLUMNA CROMATOGRAFICA



5

En la eromatografia de gases, la fase mdvil es un gas y la estacio-
naria es un solido (cromatografia Gas-Snlido) o un llquido (eromatogra-
fia Gas-Liquido). En la primera, el proceso de seraracidn se lleva a
cabo por adsorcidn entre el gas que transporta el soluto vy el soporte,
que puede ser alumina, silica gel, carbdn, etc. vy en la segunda, la par—
ticion se lleva a cabo entre una fase estarionaria liguida que cubre a
un sdlido inerte, como silica, vidrio, etc. v el gas que transporta el
soluto. Cuando se introduce una sustancia en la corriente del gas, esta
se volatiliza por la elevada temperatura y de esta manera as tpansporta-—
da por el gas transportador a lo largo de la columna donde se disiribuye
entre las fases sdlida vy liquida. Este proceso de particidn o reparto
entre ambas fases estd definido como el “factor de capacidad “ K' deter-
minado bien sea por la cantidad o por el tiempd de residencia de la sus-—
tancia en cuestidn entre las fases respectivas!

cantidad de la sustancia -
en la fase estaciomaria

K'=
cantidad de la sustancia
en la fase gaseosa
tiempo en la fase estacionaria
K'=

tiempo en la fase gaseosa

Mientras mayor tiempo pase el soluto en la fase estacionaria, mayor
serd @l valor de K' y, por lo tanto, mayor el tiempo de retencidn, por
lo que el valor de K' dependera del soluto, la cantidad y la composicidn

de la fase liquida, la temperatura y la velocidad de flujo del gas.
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El siauiente esquema representa un cromatograma tipico de elucidn
de dos sustancias donde t1 y tz son los tiempos ue retencidn de las sus—
tancias 1 vy 2; h y h/Z son la altura total y la mitad de la altura del
picn; Wh/2 es el ancho del pico a la mitad de la altura vy W ¥y W2 son
los anchos de las bases Jde log picos 1| v 2 respectivamente. El pico del
aire es caracteristico de los cromatogramas obtenidos y puede aparecer
antes o coincidir con el pico del solvente;, ta es el tiempo muerto y co-

.rresponde al tiempo de retencidn para una sustancia que es retenida por

la columna. (12,14,15)

solvente

tiempo >

Una medida de la eficiencia de wna columna en particular se puade
conocer calculando el niémero de platos tedricos (n) en la columna con la

. s1gquiente ecuacion!
2

ns=16 -—-
W

En donde t es el tiempo de retencidn de la sustancia vy W as el an-
cho de la base del pico obtenido extrapolando los lados del pico hasta
ia linea base. El valor de n es dependiente de la sustancia que esta
siendo analizada y de las condiciones de operacidn tales como la veloci-
dad d= flujo, la temperatura, la cantidad del empague g2 la columna y la

uniformidad de aéste.



2.2.1 FACTORES PARA EVALUAR LA EFECTIVIOAD
DE LA CROMATOGRAFIA DE GASES

Resolucidn:
Como una medida de la eficiencia de la separacidn de dos compuestos

en una mezcla, la resolucidn, R, se determina por la siguiente ecuacidn!

Donde t2 y t1 son los tiempos de vetencidn para los componentes y W2 -
W1l son los anchos correspondientes de las bases de los picos obtenidos

extrapolando los lados de los picos hasta la linea base. (12)

Velocidadi

Normalmente, el andlisis por cromatografla de gases tarda unos mi-
nutos; muchas separaciones wutiles se completan en 10 minutos. Con al-
tas presiones se han terminado andlisis completos en apenas unos segun-
dos. Sin embargo, en la mayoria de los andlisis de laberatorio este
ahorro en tiempo no reduce apreciablemente el tiempo total involucrado
en la toma de la nuestra, el andlisis cromatografico vy el calculo de los
resultados. En consecuencia solo basta sefialar sue la cromatografia de

gases pernite lograr rapidamente buenos datos analiticos.



Sensibilidad!

Una de las razones principales por las que se ysa ampliamente la
cromatografia de gases en los andlisis, es la sensibilidad requerida.
El detector de conductividad térmica puede facilmentie medir microgramos,
Yy los detectores mas selectivos como el de captura de electrones y el
detector de ionizacion de flama alcanzan a detectar‘hasta pitogramos.

Debido a esta sensibilidad, la cro-ﬁtograf {a de gases e5 un mitodo
preferido para el analisis de trazas, particularmente plaguicidas, her—
bicidas, farmaceos, contaminantes-del aire y agua de tipo orglnico. Otra
ventaja de @sta sensibilidad es la minisa suestra requerida, para com—

pletar un andlisis bastan unos microlitros. (14, 16)

Sencillez:

Tanto las técnicas como el instrumental de la cromatografia de ga-
ses son relativamente sencillos y faciles de comprender. Con solo unos
pocos dias de trabajo de laboratorio los estudiantes son capaces de ob-

tener datos analiticos significativos. (14)

Resultados cuantitativos!

Un factor importante de la cromatografla de gases es que peraite
obtener buenos resultados cuantitativos. Sin ewbargo, la exactitud es
funcion de muchos factores. Diremos solamente que se puede obtener bue-
na exactitud en una amplia gama de concentraciones de la muestra, desde

miligramsos hasta nanogramos. (14,16)



1 2.2.2 EQJIFO DE CROMATOGRAFIA DE GASES

La figura 3 representa el esquema de un sistema para cromatografla
de gases. Las partes basicas son: 1) cilindro de gas portador, 2) con-
trol del flujo del gas, 3) entrada de la muestra, 4) termoslato de la

columna, 5) columma, 6) detector, y 7) registrador, integrador.

FIGURA 3
ESQUEMA DE UN CROMATOGRAFO DE GASES

El gas portador inerte (helio o nitrdgeno) fluye continuamente

desde un cilindro de 9as a través de la camara de inyeccidn Cinvector?d,

de la columna y Jdel detector. El flujo del gas portador se controla

cuidadosamente para obtener tiempos de retencidn reproducibles y dismi-

nuir al minimo la deriva y los ruidos del detector. La muestra se in-

yecta (comunmente con una jeringa graduada en microlitros) en la catara

de inyeccidn calentada, donde se vaporiza. Posteriormente la muestra es

arrastrada hacia la columna. (12,14,15)
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La columna es un tupo large de metal 2 vidrio, relleno de particu-
las gdlidas (soporie sdlido). Sobre el soporte solido se ha distribuide
de manera uniforme una pelicula delgada de un liquido de alto punto de
ebullicidn (fase estacioparia), La muestra se reparte entre el gas pow-
tador y la fase estacionaria separandose en cada uno de sus camponentes.
Los componentes de la muestra que tengan mayor solubilidaden la fase es—
tacionaria se desplazan con mayor lentitud y se eluyen muchoa despues.
Despues de la columna, el gas portador y la muestra pasan a través de un
detector. Este dispositivo mide la concentracion de la muestra y genera
una seflfal electrica, esta seffal pasa a un registrador grafico, el cual
configura un cromatograma.  En muchos casos un procesador de datns inte-
gra automdticamente el area del pico v en algunos casos efectua calculos

e imprime resultados cuantitativos y tiempos de retencidn. (14,15,16)

Gas portador

El propdsito primario del gas portador es transportar los componen—
tes volatiles de la muesstra a través de la columna, el gas deberd ser
inerte y no reaccionar ni con la muestra ni con la fase estacionaria, El
Fropasito secundario es el de obtener una matriz adecuada para que el
detector mida el componente de la muestra. En el casn del detector de
conductividad termica, el helio producird una sensibilidad siete veces
mayor aue 21 nitragens.

' Es importante que el gas portador sea de alta pureza ya que en es—
pecial las impurezas de oxigeno y agua pueden alterar gquimicamente la

fase estacionaria vy por ende, modificar los tiempos de retencidn.



Control da flujo dal gas! "

La primera parte en cualquier sistema de flujo es un regulador de
das etapas conactado al eilindro con el gas portador figura 4. La pri-
mera etapa indica la presidn del gas en el cilindro, al hacer girar la
vdlvula del regulador se hard llegar una presidn creciente (registrada
en la segunda etapa) al cromatdgrafo. Este regulador no funciona bien a
presiones bajas. En la segunda etapa se recomienda usar un minimo da Z0
Psi, si con 20 psi se consigue un flujo demasiado grande, debera colo-
carse un tubo constrictor 0 capilar entre la segunda etapa y el cromdto-

garafo.

FIGURA 4
REGALADOR DE PRESION DE DOS ETAPAS

Medicion de flujo:

Los dispositivos mds usados son un rotametro y un flujdometro con
burbuja de jabsn. El rotdmero proporciona un indice rdpido y apropiado
del flujo, pero no es muy exacto. (14)
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El fluilmetro de pelicula de jabdn es simplemente un tubo calibrado
(por 1o general una pipeta o bureta), a través del cual fluye el gas
portador. Al apretar una pera de goma se hace ascender una disolucidn
jabonosa que cierra el paso del gas. Se dejan ascender varias burbujas
de jabon por el tubo a fin de humedecerlo totalmente. Entonces, con un
crondmetro se mide con exactitud el tiempo que tarda una burbuja en das-

plazarse en un volumen definido. A partir de esta velocidad da la bur-

buja, puede facilmente calcularse la velocidad del gas portador en mili-
litros por minuto (ml/min) (figura 5).

ENTRADA DE GAS
/4

rrrrrerrroryrerreeee—}

 DISOLUCION JABONOSA

FIGURA S
FLUJOMETRO DE PELICULA DE JABON



Entrada de la muestra: - '

La entrada de la muestra debera permitir la introduccidn de una am—
plia variedad de muestras, incluyendo llquidos, gases y sdlidos, y su
inveccidn rdpida vy cuantitativa en la corriente del gas portador. La
mestra se introduce utilizando una jeringa. Para conseguir la mejor
forma del pico vy la resolucidn maxima debera usarse la slnima cantidad
posible de muestra. Mientras mids componentes constituyan la muestra msas
grande debera ser su tamaflo. En la mayorla de los casos la presencia de
otros componentes no afectara la localizacion y forma del pico de un de-
terminado componente. Casi todos los cromatdgrafos de gases tienen una
entrada con termostato. En el diseflo de estos sistemas de entrada, va-
rios factores revisten importancia.

a. El gas portador debe precalentarse para garantizar una rapida
vaporizacion.

b. El diafragma debe mantenerse mads frio que el blogue del in—
yector para evitar su degradacidn termica. v

¢. El camino del flujo debe ser suave y uniforme para evitar la
difusidn en "torbellino” o la transferencia exponencial de la muestra

dentro de la columna. (14)

Termostato de la columna!

La columna lleva un termostato para que la separacidn pueda efec—
tuarse a una temperatura reproducible, Ademds es necesario para mante—
ner la columna dentro de un amplio intervalo de temperaturas, hasta de
3500(2. El control de la tesperatura de la columna es uno de los proce—

dimientos mas faciles y eficaces para promover la separacion. (14,16)
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Columna?

La columna efectua la separacidn, siendd este el objetive primario
de la cromatografia de gases. El elegir la columna es la decisién mas
importante v mas dificil en una tdcpnica para cromatografia de gases.

La eleccidn de la columna es de acuerdo a nuestra muestra problema,
debewos de towmar en cuenta el peso molecular, polaridad, estabilidad y
principalmente 1a no compatibilidad con la fase estacionaria v la fase
mdvil. (14,19)

Las columnas mds wsuales son!

~ OV-3 (fenil-metil-dimetil silicon) para acidos libres y fencles.

=~ OV-17 (50% da fenil silicon) para esteroides, farmacos y aminas.

~ DV-101 (liquido metil silicon) para hidrocarburos y pesticidas.

Este Llpo de columnas estan empacadas del 3% al 10% en chromosarb

W-HP 80/100,

~ Porapak S (recomendada para alcoholes en sangre).

~ Carbowax (solventes copo! Hexano, Loluena, piridina, butanal).

Caracteristicas de las columnas:

El tubo de la columha puede ser de cobre, acero inoxidable, alumi-
nio o vidrio tanto en forma recta como helicoidal. En general se utili-
zan columna de acero inoxidable y vidrio. La longitud de la columna va-
ria desde unas cuantas pulgadas hasta mds de 15 metros. Las columnas
analiticas comunes wmiden de 1 a 3 metros de longitud. Con mayares lon-
gitudes se obtiene major resoluciodn,

El dlametro da la columna varia de 0.025 a 1.25 centimetros de
diametro intérne. Mientras menor sea el didmetro de la columna mayor es
1a eficiencia de &sta, El diamatro extermo de las celumnas analiticas

estandar es de 0.3 y 0.5 centimetros.
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Fase liguida:

£s la fase llquida la que debe exhibirse la capacidad, como disol-
vente diferencial, necesaria para la separacidn de los componentes de
una muestra.

La fase liquida debe ser estable a la tewperatura saxima de funcio-
namiento de la colunna. En la mayorla de los catalogos de accesorios se
indica la temperatura maxima de las columnas. (14,19)

Ejewplos:

~ DEGS: Dietilen Glicol Succinato.

- Metil Silicon.

~ Poli s—Fenil Eter (6 anillos).

- Fenil Metil Difenil Silicon.

Soporte sdlido:

El propdsito del soporte es de sostener una pelicula delgada y wni—
forme de la fase ligquida. Un soporte Optimo deberd poseer determinadas
caracteristicas como son!

- Una superficie especlfica extensa de 1 a 20 m» /g.

-~ Un diadmetro de poros uniforse del orden de 10 o menos.

-~ Un minimc de interaccion quiaica y adsortiva con la muestra.

- Particulas de foraa regular, de tamaflo uniforme.

~ Resistencia wecdnica; no deberad dessoronarse al ser manipulado.

La materia prina para la mayorla de los soportes es la diatomita,
también denominada tierra de diatomaceas. FEl la literatura de crosato-
grafia de gases mencionan varios de los soportes mis comansente utiliza-
dos ademds de las cargas de fase liquida recomendadas para el soporte,
esto es seleccionado dependiendo de la suestira y se elije en base a su

peso molecular, polaridad de la molecula, estabilidad, etc.
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Detector:
El detector cromatogrdfico es un dispositivo que side la concentra-
cidn de cada uno de 1os componentes de la muestra y genera uma seflal

eléctrica proporcional a dicha concentracion. (14,15,16)

Caracteristicas de un detector!

a. SENSIBILIDAD. Oenota la cantidad de sefial generads para de-
terminada concentracion de una muestra.

b. RUIDO. Se refiere a la respuesta del detector de corta dura-
cidn v al azar, determinada por las caracteristicas eléctricas. Por 1o
general se define como la cantidad winima detectable de aquella waestra
lo suficientesente grande generando una seflal 2 veces mayor a su nivel.

c. RESPUESTA. Significa que el detector genera uma respuesta pa—
ra todos los componentes de la muestra, exceptuando el gas portador.
Esta es una caracteristica deseable y es suy Obil disponer de un detec-
tor con respuesta universal.

d. RECORRIDO LINEAL. Es la regidn sobre la cual la sefial del de-

tector es directamente proporcional a la concentracidn de la suestra.

Tipe de deteclores:

a. Conductividad térmica.
b. Captura de electrones.
c. Fluidos biologicos,

d. lonizacion de flawma.
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Detector de ionizacidn de flama

El funcionamiento de los detectores de ionizacién se basa en el
principio de que la conductividad electrdnica de un gas es directamente
proporcional a la concentracidn de las particulas cargadas dentro del

gas. La figura 6 muestra un detector de ionizacién de flama CIFD).

BRECHAS ENTRE
ELECTRODOS

+| -
I p . AL REGISTRO

4 GRAFICO
e

—— " FUENTE DE ENERGIA} /€7 "
Y
ELECTROMETRO

>

D ——

FIGRA 6
ESQUEMA DEL CIRCUITO DE UN DETECTOR DE IONIZACION DE FLAMA

El gas portador fluye desde la columna hasta la flama, la cual io-
niza algunas de las moléculas orgdnicas presentes en la corriente ga-
seosa. La presencia de particulas cargadas (iones positlvos, iones nega-
tivos y electrones) en el espacio entre los electrodos origina una co-
rriente que flure en &ste ¥ a través de una resistencia que los mide.

La disminucidn de potencial resultante se awplifica v se alimenta a un
registrador,
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Cuando un conponente organico entra a la flama, se quema vy se for-
man partliculas cargadas, cuyo aumento hace que fluya corriente. Esta
corriente produce una selal que es amplificada y dibujada como un pico
sobre el registrador grafico. En la figura 7 se muestra un esquema de
un detector IFD . El hidrogeno v el aire se mezclan entre si y se que-

ma formando una llama. Cerca de la salida de logs gases se colaca una

bobina de ignicidn para facilitar la combustidn, (14,15,16)

ELECTROBO
COLECTOR
Fa——t

ENCENDEDOR _]

VIDRIO PORDSD « B S O R

- Amc-

ZFLUENTE DE

Hy LA COLUMHA

FIGURA 7
ESQUEMA DEL DETECTOR DE IONIZACION DE FLAMA

Caracleristlicas del detector de ionizacién de flama!

-11
Determinacidn cuantitativa minima de 10 . g.

Respuasta selactiva, sensible a compuestlos orginicos.
Estabilidad excelente.

[}
Tempevatura limite de 400 C

1

tiliza como gas portador nitrdgeno o helio.
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Registrador e integrador!

Un registrador es un dispositivo electromecinico vy, como cualquier
otro instrumento es suceptible de error. Un cromatograma, es el regis—
tro grafico, donde se indican los componentes y el grado de concentra-
cidn en que estan presentes en una muestra. Cuando solo sale de la co-
lumna el gas portador utilizado como eluente, aparecera dibuiada una
linea recta, la linea base. Cuando se eluyen los picos de la muestra,
se dibuja el perfll de su concentracidn y asl se obtienen dos importan—
tes parametros de informacidn! el tiempo de retencidn (es el tiespo que
transcurre desde la inyeccidn hasta la elucidn del punto maximo del pi-
¢co), ¥ el area del pico {(que esta en relacidn directa a la concentracién
de la muestra) donde el integrador operara haciendo los calculos necesa-
rios para que obtengamos esa relacidn en porciento de area que corres—
ponderia a nuestra pureza del compuesto asi mismo nos da la anchura del
pico para los fines de calculo que nosotros queramos, como tambien nos
puede reportar en cuanto a estandar interno y estandar externo. Este
equipo de integracién es lo mids sofisticado que hay para conocer nuestra

concentracidn de la muestra y nuestra pureza de la sisea. (14,16,17)



3. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DEL ACETAMINOFEN

~ SINGNIMO = Paracetamol, N-Acetll-para—amino—fenol, APAP,

3]
H Il
= FORMULA DESARRIOLLADA = H-g—c—a— -0
- FORMULA CUNDENSADA = CHNU
. 89 2
- PESO MOLECULAR = 161,16

o =]
FUNTD DE FUSION = De 169 C a 172 C.

DESCRIPCION = Cristales blancos inodoros & polve con sabor

amargo.
o
- SOLUBILIDAD = 1 g w=ommmmmm e 70 ml de agua a 25 C.
1 g ———=mr—ommm——em 20 wl de agua hirviendo.
1 g —mmmmmmm e 7 ml de cloroformo.
1 g == —mmem e 50 ml de alcohol.
1 g ————rrommmm e 15 ml de acetona.
1 9 me-—mmerr——ee e 40 nl de glicerina.
1 g -mmrmmmm s 9 ml de propilenglicol.

Inscluble en benceno y eter.

Soluble en soluciones alcalinas y acidas,

= UsSiE = El acetaminofen es un compuesto analofsien, esta formado
' descomposicidn de la acetanilida y acetofenitidina, es
usado para aliviar el dolor de cabeza, las mialgias, ar-
tralgias y otros dolores relacionados con los musculos

articulaciones y afecciones de log nervios paerifericos,
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El acetaminofen carece de la accidn antinflamatoria de
la aspirina, por lo tanto esta limitada su utilidad a

dasordenes inflamatorios de tipo reumatico. (5,110)

~ VIDA MEDIA =
=]
PH t 172 (25 C).
2 0.8
3 ]
4 15.4
5 19.8
6 21.8
7 12.6
] 7.1
9 2.4
~ INESTABILIDAD = La inestabilidad del acetaminofen es la

hidralisis, forwando p-amino-fenol y acido
acetico. (10)

La estabilidad del acetaminofen fue estudiada
por Koshy v Lach, mencionan que la hidrolisis
espontanea no existe, reacciones de hidrolisis
en acidos vy bases catalizadas son espontaneas,

las reatciones mas importantes son!

0 :
A H
1. HO N-C-CH + HO --—=> HO -N-H + CH COOH
H H T2 3



ol

+

.
~NH

h .
w——or-—> HO

+

+ CH COoH

+ H

H»

3

3

HO
2

+ CH CoD

-N-H

HO

OH

—————> HO

H

i
-N-C-C-H + OH

H
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4. VALIDACION

La validacidn de un método analitico es un proceso por el cual que—
da establecido, por estudios experimentales, que la capacidad del méatodo
satisface los requisitos para la aplicacion analitica deseada. Y la ca—
pacidad se expresa como! Exactitud Conocida/ Variabilidad Establecida,
Para llevar a cabo la validacidn de un méiodo amalitico es necesario de—

terminar los siguientes pardmetros.

Linearidad

Indica el grado en que la respuesta del método se aproxisa a una
funcidn limneal del tipo Y = b + mx ( donde b=0 y »=1 ) al trabajar a
diferentes contentraciones. (18,19,20)

Para llevar a cabo tal fin se grafican los datos experimentales, de
tal manera gue la cantidad recobrada este en funcidn de la cantidad adi-
cionada, para observar el grado en que los resultados se comportan como
una funcidn lineal. Para conocer nomericamente lo anterior se determina
la’ regresion y correlacidn de los dates.

Por regresidn se entiende la relacion existente entre las variables
la cual se representa por la ecuacidn.

Yij = b + mxi + €ji

Donde:

b = Ordenada al origen.

w = Pendiente de la recta, indicada por dos variables.

xi = Cantidad adicionada de la i-~2sima concentracion.

ji = Cantidad recobrada dela i-&sima concentraciédn en la j-ésima

repeticion.

Eji = Error experimental.

El criterio a seguir es! m=1,b=90, r>0.98
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Fara llevar a cabo la ‘determinacidn nimerica, es necesario

efectuario mediante el método de minimos cuadrados.

Se wJetermina la dispersién alradedor de la recta de regresidn con

el error tipico de estimacidn modificado (Sy/x) y la sensitividad )

del mdtodo mediante las siguientes expresiones:

Sylx

2
(£Y ) — b (£Y) - m(£XY) ]

n

n
€y/x = mmmmmmem— . ( Sy/x )
n-2

3 d’= I
Sy/x

- P
Dado que & y/x es constante para las “x", la regresidn es lineal,

y la distribucidn linesal de “y* para cualquier valor de “x" dado, es una

distribucidn normal.

Es posible dar mediante intervalos de confianza,

las estimaciones de b y »n por las siguientes expresionas.

Inferencias a cerca de b (ordenada al origen).

Contraste de hipdtesis.

Ho !
H1

b=bo donde bo=0

Estadligrafo de contraste.

t bo

b - bo

Sy/x

N

nfXi-X)
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El intervalo deg confiranza lo podemos calcular cond

) ]
£xi X I
b -tz . Gyix <bd b+t £

Syix pm—me—m—mem-
1=/ 2
ng (Xi-x}

2
N n £0Xi-X)

Interferencia a cevca de m (pendiente).
Contraste de hipdtesis

Ho ! m=mo donde mo = 1

HY ¢ quo.

Estadigrafo de contraste

m o= md Sx Jn -1

t mo = con of= 0,05y of/2 = 0.025
o~
Sy/x

El intervalo de confianza al 95 % se calcula con:

Pa A,
Sy/x Sy/x
m-t ol/2 ~————ore—- < " < mtt 1 - /2 —————ooo—

Sx]n -1 Sx ‘n - 1

Donde:

b = Valor de la ordenada al origen, determinada por los datos
exparimentales.

X = Valor promedio de las cantidades adicionadas.

bo = Valor del paramatra (ordenada al origen = 0).

n = Nomero de observaciones de nmuestras independientes.

Sy/x = Ervor tipico modificads.
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Sx = Desviacion estandar de las cantidades adicionadas.

Xi = Cantidad adicionada de la i-é&sima concentracian,

m = Yalor de la pendiente, delerminada por ia ecuacidn de la
recta de regresidn,

mo = Valor del parametro (pendiente = 1 ).

Coeficiente de correlacidn (v}, indica el grado en que se asocian
dos variables, una vez obtenido, se puede calcular el coeficiente de de-
2
terminacidn (v ), el cual indica la variabilidad explicada por la recta

de regrasidn. (18,2¢,21)

Exactitud

Es la concordancia que existe entre un valor determinado experimen—

talmente y su valor real.

Contraste we hipdtesis.
Mo @ u = 160 %
HL b uf100 %

Estadigrafe de contraste "t" de Student. &
A - u ’

t {calculada) = ——————m—eeam con of= 0.05
S/

Donde:

X = Promedio de recobro de n muestras independientes.

[~
H

Parametro que nos representa el valor real dal povcentaje de

recobro.
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S/ n = Error estandar al cual es una medida del error experimental.
El intervalo de confianza al 95 % se calcula con:
I.c. = X +t1-0/2 S/ n

Doande:

X Valor promedio de los porcentajes de recobro.
t 1-of/2 = Valor tedrico del estadigrafo de contraste a esa con—

fianza para tal intervalo.

Precisidn!
Es la concordancia con respecto al valor central entre resultados
sucasivos, obtenidos en un método, bajo condiciones isuales de trabajo.

Ze evalua mediante el cdlculo de la desviacidn del conjunto de datos.

Repetibilidad:
Es la precisidn de un método analitico expresado como la concordan—
cia obtenida entre determinaciones independiantes realizadas por un solo

analista, usando los mismos aparatos y tecnicas. (18,21,23)

Contraste de hipdtesis.
Ho @ 6 < 2%
HL : 6> 2%

Estadlgrafo de contraste! X , llamada Ji—cuadrada.

Donde:

n = Nomero de observaciones de muestras independientes.
2 s

s = Varianza muestral

E

Parametro, que nos representa la variabilidad del método.
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El intervalo de confianza 1o pademos calcular de la siguiente formal

Donde
n = Numero de muestras independientes.
2
X = Valor tedrico del estadigrafe de contraste, el cual tiens
una confianza del 895 %.
2
S = Varianza de los datos obtenidos del porcentaje de recobro.
& = Desviacidn estandar poblacional.
Reproducibilidad:

Es la concordancia con respecto a un valor real en un método, pero
bajo diferentes condiciones (analista, tiempo, aparatos, laboratorios,
etc.). Fara evaluar este parametro se aplica un estadigrafo ae prueba
F con dos varianzas, donde su modelo estadistico lineal del diseflo expe-

rimental es:

Yiik =u + Al + DJ + ADij + E Cijdk
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Donde:

Yijk = Porcentaje cuantificado ton el i-asime analista, dado el
j-&simo dla de la k-@sima repeticidn,

Ai = Efecto del i-dsimo analista en el porcentaje cuantificado.

Dj = Efecto del j-ésimo dia del porcentaje cuantificado.

u = Parametro el cual representa el valor real del porcentaje

de recobro, donde no existe efecto por dia o por analista.
E(ijlk = Error experimental, el cual es una medida de la reprodu-
cibilidad.

Especificidad!

En este tipo de prueba Se asegura que 1a respuesta sedible solo se
debe a la sustancia que se desea analizar y no a excipientes o productes
de degradacidn, los cuales se pueden formar durante el almacenamiento de
el material. Para demostrar este punto se pueden llevar a tabo las si-
quientes pruebas:

a).~ Analizando el placebo de la formulacidn bajo las mismas condi~
ciones que se trabaja la formulacion.

b} .~ Se pueden adicionar los producos de degradacion del principio
activo al placebn de la formulacidn, cuando no se conocen los productos
de degradacidn, entonces es netesario someter al fiarmaco y a la formula-
cidn bajo comdiciones que aceleren el proceso degradative, se emplean;
temperatura, luz solar, luz ultravioleta, medio oxidante, pH altaltno,

pH Zcido, humedad relativa, etc. (18,20,21,22)
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LA TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA ES DE LA SIGUIENTE FORMA

i "FUENTE DE : GRADDS
v :

1

] oy _w ai_w
el IE 1XE £E IE
S I o 1S

MEDIA ¢
CUADRATICA ! C
SC / b-1

E

0 1 Ul N
WwWo N [3F-%.] £
og >l ® 1 [ ]
=4 [ =~
< L - -t . e
e - - | - et
24 1 [ Cﬂ - N
DS INm | e N 1@ >
o >lax% > >

PRODUCTO
SIMPLIF1CADD

Ci~-15

Ci-1

Cidk - iJ§)

D i

LIBERTA
a-1
“ab¢e-1)

(iﬁk

Al
Dj

ARIACION

E

Donde la media cuadratica del error (CM ) es el estimador de la
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Reproducibilidad

ecuacion.

¥ Indica la serie completa que se debe sumar o restar de acuerdo a la



5. PLANTEAMIENTS DEL FROBLEMA

Dentro del departamento de desarrollo farmacdutico, de un laborato~
rig privado, se desarrolld un producto de acetaminofén en solucidn pe-
didtrica, fud necesario desarrollar para su control de calidad un méto~
do analltico confiable qua permita la cuantificacidn del acetaminofén v
sus productos de degradacidn en el citado producto. .

Por 1o anterior se pretende desarrollar un mdtodo de andlisis para
acetaninofen vy su printipal producto de degradacidn en solucion, basan-—
dose en wna tacnica genaral de cromatografia de gases.

A5 mismo se debe de asegurar la confiabilidad de los resultados
obtemidos mediante la validacidn del métode, determinando su exactitud,

su linealidad, su precisidn, su reproducibilidad vy su especificidad.



6. OBJETIVD

Dbjetivo general!

Desarrollar y validar un método analitico para control de calidad
de acetaminofén en solucidn pediatrica, mediante la técnica de cromato—

grafla de gases.

Objetivos especificos:

Determinar la linearidad del sistema.
Determinar la precisién del sistema.
Determinar la linearidad del método,

Determinar la exactitud del metodo.

v B W N e

Determinar la reproducibilidad del método.

Determinar la Especificidad.

¥
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7. HIPOTESIS
Dadas las caracteristicas fisicoquimicas del acetaminofen vy su
principal producto de degradacion (para—amino-fenol) sera posible iden—
tificarlos y cuantificarlos de la solucidn pedidtrica maediante una

técnica de cromatografia de gases.
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8. MATERIALES

Microjeringas de 5 mcl.

Embudos de separacidn de 100 ml.
Pipetas volumétricas de 25 ml.
Vasos de precipitado de 100 ml.
Soporte Universal.

Anillo metalico.

Parrilla de agitacidn.

Parrilla de talentamiento.
Propipeta automiatica.

Balanza analitica.

. Vidriocs de reloj.

. Embudos de talle corto.

. Pisetas.

. Pipetas graduadas de 5 y 10 ml.
. Matraces erlenmever.

16.
17.

Egpatula de acero inoxidable.

Probetas.

34

(Hami1lton)
(Pyrex)
(P.K.)
(Pyrex)

(Corning stirrer)

(Corning Hot/plate)
(Mettler AE 260D
(Pyrex)

(Pyrex)

(P.K.)

(Pyrex)

(Pyrex)



8.1, REACTIVOS

1. Cloroformo grado reactivo.

2. Acetaminofen estandar de referencia.

3. Para—amino-fenol estandar de referencia.

2.2, EQUIPO

35

(J.T. Baker)
(U.S.F. RS.)
(U.S.P. RS.)

1. Cromatdgrafo de gases Varian modelo €000, equipado con un

detector de ionizacién de flama.

2. Registrador e integrador Hewlett Packard modelo HP-1036-A

automatico.

3. Columna de vidrio tres pies de largo por 1/8 de diametro

interno, empacada con OV-17 al 3% en Chromosord WHP 100/120

malla.



9.1.

9.2.
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9. METODOLOGIA

DESCRIPCION DEL METODOD DE ANALISIS

Preparacidn de la solucién estandar.

Pesar 100 mg de acetaminofen SRef, pasar a un watraz volumetri-
co de 100 ml, disolver y llevar al aforo con cloroformo grado
reactivo, tomar una alicuota de 10 ml de la solucidn anterior
a un matraz volumétrico de 100 mi, llevar al aforo con cloro—-
formo grado reactivo. Esta solucidn contiene aproximadamente

100 ug/ml de acetaminofen.
Preparacion de la solucion problemsa. -

Tomar una alicuota de la solucidn problesa que contenga 10 mg

~ de acetaminofen, pasarla a un embudo de separacién y adicionar

25 ml de cloroformo grado reactivo y 20 ml de aguaiacido sulfu-
rico (3:1), agitar vy extraer la parte organica por triplicado.
Concentrar la solucidn en un baflo waria aproximadamenie 5 ml,
proceder a inyectar la solucién clorofdrmica wna vez enfriada,
Inyectar al cromatdgrafo, volumenes iguales (aproximadamente

1 ul) de las soluciones.
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9.3 METODOLOGIA PARA LA VALIDACION

9.3.1. LINEARIDAD DEL SISTEMA

Se determinard construyendo una curva de calibracidn de una misma
solucidn patrdn utilizando cinco diluciones (80, 90, 100, 110, 120 X),

haciendo el andlisis por duplicado para cada solucion.

9.3.2. PRECISION DEL SISTEMA

Se determinara por analisis sextuplicado de una misma solucion es-
tandar correspondiente al 100 % establecida en la linealidad de el sis—-

tema.

9.3.3 LINEARIDAD DEL METODO

Se determinard con placebos cargados del principio activo, cada uno
de manera independiente en cinco concentraciones: 80, 90, 100, 110, 120%
haciendo el anadlisis por triplicado. (3,9,12)



£
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9.3.4 EXACTITUD DEL METOOO

Se analizaradn seis placebos cargados con el 100% dal principio
activo de manera independiente por el mismo analista y en iguales con-

diciones de operacidn.

9.3.5 REFRODUCIEBILIDAD DEL METODO

Se efectuara con dos analistas en dos dias diferentes y por tri-

plicado, cada muestra con una misma concentracidén del 100 %.

9.3.6 ESFECIFICIDAD

Este mitodo es para probar la especificidad en el sistema, en esta
paﬂe se corren tanto el producto de degradacion principal, como el sol-
vente y el principio activo estandar, una corrida separados y una torri—
da juntos, seleccionando las condiciones dptimas de operacidn.

Para probar especificidad en el producto se somete a hidralisis el
producto con un pPH de O a 2y 10 a 12, c¢olocando tas muestras en una es—

0
tufa a 60 C durante dos semanas. (3,9,12)
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10. RESULTRDUS

LINEARIDAD DEL SISTEMA

mg adicionados n9 recuperados % de recdbro
80 81.5 101.9
80 80.1 100.1
90 9.7 100.8
30 91.7 104.9
100 100.4 100 .4
100 99.9 99.9
110 108.4 98.5
110 107.3 97.5
120 120.3 100.2
120 119.5 99.6
TAELA No 1

LINEARIDAD OEL SISTEMA

PARAMETROS ESTADISTICOS

EXPERIMENTALES TEGRICUS
n = 19

ordenada al

origen = 5,13
pendiente =  0.943
coeficiente

de

correlacidn =  0.997%1
coeficiente
de variacidon = 0.7 % L (0.975), 8 =+ 2.306
¢ (ordenada

al origen? = 0.601
t (pendiente) = - 1.93 t (0.025), 8 = - 2.306

INTERVALO DE CONFIANZA PARA LA ORDENADA AL ORIGEN
- 14586 < 5.13 < 24.82
INTERVALO DE CONFIANZA PARA LA PENDIENTE
0.3996 < 0.949 < 1.5332

2 v o oe me a8 wm ma hu H A4 B G RS B SA PN 24 va s he me O b Se A e s A e AR e m- A
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FRECTSION DEL SISTEMA

mg adicionados mg recuperados % de recobro

100 99.2 93.2

100 100.9 1009

100 99.0 99,0

100 100.5 100.5

100 99.0 99.0

100 100.4 100.4
TABLA No 2

PRECISION DEL SISTEMA

PARAMETROS ESTADISTICOS

EXPERIMENTALES TEORICOS

n = 6

X = 99.8

6 = o.7885 ,

$ =  0.3594 Xi. €0.025), § = 0.83
.2 2

X o= 0.92% Xi €0.975), 5 = 12.83
o= 0.9%

INTERVALO DE CUONFIANZA
0.536 < 0.7846 < 2.1
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LINEARIDAD DEL METCDO

mg adicionados ng recuperados % de recéabro
380 80.0 100.0
&80 78.8 98.5
80 78.8 98.8
50 £88.6 98.4
90 88.8 98.7
90 89.5 99 .4
100 99.5 99.5
100 98.6 98.6
100 99.4 99.4
110 108.7 98.8
110 108.7 98 .8
110 103.3 93.4
120 118.7 93.9
120 118.7 93.9
120 119.0 99.2
TABLA No 3

LINEARIDAD DEL METODO

PARAMETROS ESTADISTICOS

EXPERIMENTALES TEDRICDS
n = 15

ordenada al

origen = 0.14
rendiente = 0.988
coeficiente

de

correlacidn = 0.9996 t (0.975), 13 = + 2.1604
coeficiente
de variacion = 0.5 %
t (ordenada

al origen) = 0.1743 t (0.025), 13 = — 2.1604

t (pendientel= -1.51

INTERVALO DE CONFIANZA PARA LA (]'\‘DENADA AL ORIGEN
-1.5% < 0.14 < 1.8

INTERVALO DE CONFIANZA PARA LA PENDIENTE
0.971 < 0.988 < 1.005

e ve %t G Sa G® Bs BB % ve M4 4R R4 FL EE RE TB N me um wm %o ae wn Gu ot a4 am am o om ae
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EXACTITUD DEL METODO

mg adicionados

wg recuperados

% de recobro

100 99.5 99.5
100 101.2 101.2
100 101.7 101.7
100 101.9 101.9
100 99.9 99.9
100 100.1 100.1
TAELA No 4
EXACTITUD DEL METODO
PARAMETROS ESTADISTICOS
EXPERIMENTALES TEORICOS
n==6
X = 100.7
6 =0.924
S =1.012
t = 1.69 t (0.975) = + 2,575
oV = 1.0 t €0.025) = - 2.575

INTERVALG DE CONFIANZA

99.6 <

100.7 < 101.8

| de e mEaE sawE es e ap ee ea SuEE NS B 7SS 54 uv ur 40 4e o oo ve do on an e
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REFROUDUCIEILIDAD DEL METODOD

ANALISTA 1 H ANALISTA 2
(% de recobrod H {% de recobro)
‘ 98.5 : 98.5
DIA 1 92.6 H 92.5
98.6 | 93.6
. 39,2 : 99.4
DIA 2 98.4 ' 98.0
. 99.0 ' 99.0
TABLA No &

REPRODUCIBILIDAD DEL METLDO
TAELA DE ANDVA

FUENTE DE !GRADOS DE: SUMA DE : MEDIA OE ! £ : F i
ERROR  :LIBERTAD ! CUAGRADOS! CUADRADDS! (CALCULADA)!(TEORICA):
ANALISTA ! t 7 001 0.1 P 0,007 . 1 161.4
(columnas)! ' H ! : . o
pIA ; E
(filas) ! T : :
ANALISTA- ! g :
T I
interaccidn:
ERROR EX- ¢ =~
PERIMENTAL! . 8
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GRAFICA No 1
LINEARIDAD DEL SISTEMA
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GRAFICA No 2 f
LINEARIDAD DEL METODO
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CROMATOGRAMAS DE ESFECIFICIDAD

§. CLOROFCRMO

COLUMNA: OV-17 al 2% en Chromo
sorb WHP malla 100/120

TEMPERATURR DETECTOR: 30000
TEMPERATURA INYECTOR! 300o C
TEMFERATURA COLUMNA @ 2800 c
VOLUMEN DE INYECCION: 1 ul

ATENUACION : 2
DETECTOR : IFD
s - FLUJD @ 30 cc/min
M= 2 GAS : _ Helio

-ST0P

Tr IF IF Solvente (Cloroformoa).



a7

1, CLOROFTRAD
2. ACETAMINOFEN

2.6

COLUMNAL OV-17 al 3% en Chrono-
sarb WHP malla 1007120
TEMFERATURA DETECTOR! f:-'ClC!o(:
TEMFERATUSA INYECTOR: 3000 C
TEMFERATURA COLUMNA ‘2"'::00 G
VOLUKER DE INYECCION: 1 ul

ATENUACION @ 2

h DETECTOR 1FD
o % .
EL-ﬂ FLUJSD ; 30 ce/min

e ‘ GAS ! ' Heliv

Te IF JF Solvente (Cloroformeo).
Tr 2.88 Acetaminofén Area 96277 Area% 100.¢



. CLOROF ORI
ACETAINTNOFEN
. PARA-ANINI-FENDL

(O3 AR

COLUNMNA:L OV-17 al 3% en Chromo=
sorb WHP malla 100/120

TEMFERATURA DETEGTUR. EODOC
TEMFERATURA INYECTOR: 300D C
TEMFERATURA COLNNA © 2&00 C
VOLUMEN DE INYECCION: 1 ul

2.87

4.6

ATENUACION ¢ 2

DETECTOR IFD

FLUID 30 ce/min
Lj u t____jz GAS Helio

Tr IF IF Salvenle (Cloroformo).
Tr 2.89  Acetaninofén Area 96277 Area % 42.536
Tr 4.66 Para-Anino-Fenol  Area 132470 Area % 57.464

Al

- Area Total = 228747



EATRACCTM BN PLACCEGS WD CARGADDS

1. CLORDFORID
2. IMFUREZA

COLWINA: OV-17 al 3% en Chromo-
sorb WHP malla 100/120

- TEMFERATURA DETECTOR: SQOOC
TEUFERATURA INYECTOR: .'::r.utio d
TEMFERATURA COLUMNA @ 2800 C
VOLUMEN DE INVECCION: 1 ul

ATENUACTION 3 2
DETECTUﬁ H }FD

FLILID ¢ ' 30 ce/min
GAS Helia

126

7

abLf ST0F

1

-
L.

ITwET

Te IF IF  Solvente (Cloroforma),

T 6,103 Impureza (no determinada),



]

pH d=2 0 a2 con B S0 a60C
: 2 4

. CLGROFORMO

. ACETAMINOFEN

. FPARA-AMIND-FENOL
. IMPUREZA

BN —

COLUMMA: BV-17 al 3% en Chromo—
. sorb WHP malla 100/120

TEHFERATURA DETECTUR! EOOOC
TEMFERATURA INYECTOR: 3000 c
TEMPERATURA COLUMMNA 2900 c
VOLUMEN DE THYECCION: 1 wl

ATENUACION 2
DETECTOR : IFD
. FLUWJID : 30 ec/min
: GAs Helio
| 1 @
[ =
‘ v
i
e,
~| 1
I
i | fo ;
i
Te IF IF  Solvanta (Clorafarno) .,
Te 2,676 Acetaninofin Araa 505234 Area 4 30.010
Tr 4.145 Para-Anino-Fanol Arvea 121438 Area ¥ 19.201

Te 5.923  Inpurerza Area 4937  Area % 0.733

_ Area Total = £32703
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o)
PH da 10 a 12 con MaoH akEhC

AR

S,

. CLORGFORMD

- AGETAMINIFEN

- PARA-AMIND-FENDL
. INPUREZA

SO -

COLUMNA: OV-17 al 3% en Chromo-—
50rb WHP malla 100/1:0)

TEMPERATURA DETECTOR: 300 C
TEMFERATURA TNYECTOR! 200° ¢
TEMPERATURA COLUMMA | 280 ¢
VOLUMEN DE INYECCION: 1 ul

ATEMUACTON 2
DETECTOR : 1FD
2 FLUJD 30 cc/min
4 2 GAS | Helio
“
I3
2
s
bl
IF IF Solveate (Cloroformo).
2,533 Acztaminafin ) Area 395360 Area % 55.793

173 Para-daino-Ferol Area 55955 Area % 12,142

-S89 lapuraza Area 9517 Area % 2.085

Mroa Total = s€c232
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CONDICTONES MAS DRASTICAS

o
FPH de 0 a 2 con HZSDA a 80 C

1. CLCROFCR1D

2. ACETAMINGFEM

3. PARA-AMINO-FENIL
4. IMPUREZA

ERE ST

COLUMNAG 0Ov-17 al 3% an Chromo-
sarb WHP malla 100/120

TEMFERATURA DETECTOR! 300 C
TEWPERATURA INVECTOR! 300 C
TEMFERATURA COLUMMA & 230 G
VGLUMEN DE IMNYECCION: 1 ul

ATENUACION 2
DETECTOR : IFD
FLUMD ¢ 30 ce/nin
2 GAS ! Helio
E
g 3
AN
T IF IF  Solvente (Cloroforasd.
Tr 2,653 Acetaminofin Area 419572 Area % 85.595
Tr 4,104  Para-faino-Fanol l Araa 59897 Area % 12,23t
Te 5,323  Inpureza Area 10159 Acea & 2.074

frea Total = 439729
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CONDICIONES MAS DRASTICAS

[»]
PH de 10 a 12 con NaoH a 80 C

L EnT

. CLOROFORMD
ACETANINOFEN
PARA-AMINO-FEMOL
INFUREZA

| YA AT

COLUMNA: OV-17 al 3% en Chromo-—
sorb WHP malla 100/120
TEWPERATURA DETECTOR: 300 C
TEMPERATURA INYECTOR! 200 C
TEMPERATURA COLUMNA @ 2800 o
VOLUMEN OE INYECCION: 1 ul
ATENUACION : 2
DETECTOR 1FD
FLUJO 30 cc/mn
E GAS @ Helio
[
Te IF If Solvente (Cloroformo).
Tr 2.€02 Acetaminofén Area 222663 Area % 8£5.235
Tr 4.085 Para-Amino-Fenol Area 33096 Area % 12.£58
Tr 5.87%9 Impureza Airea E509 Area % 2.107

Area Total = 2614638
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11. ANALISIS DE RESULTADOS

LINEARIDAD DEL SISTEMA

Los resultados obtenidos se presentan en la agrafica No 1 v el
analisis de los datos en la tabla No 1, observando que la pendiente
es igual a 0.949, la ordenada al origen de 5.13 vy el coeficiente de
correlacion igual a 0.9971, a su vez, realizando estadisticamente a
traves de la prueba "t" de Student, se observa que no existe signifi-
cancia estadistica por lo que se demuestra que el sistema es lineal.

Con una pendiente igual a uno se evalua el grade de asociacidn
de la respuesta, la recta generada a un angulo de ASD. desprende que
las respuestas son proporcionales. Esto es si se adicionan 20 wg en
estas condiciones se recupervan aproximadamente 20 ma, si se adicionan

50 mg se recuperan 50 m9 y asl sucesivamente.

PRECISION DEL SISTEMA

Para evaluar estadisticamente la precision del sistdma se conside—
raron los datos del porcentaje de recobro analizandolo por el parametro
de Xiz. Tabla No 2. De acuerdo con los resultados, se aprecia que los
datos obtenidos, se encuentran dentro de el critério de aceptacidn ob-
servandaose que no existe significancia estadistica por lo que se demues-—

tra la precisidn del sistéma.
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LINEARIDAD DEL METODO

Los resullados obilenidos se presentan en la grafica No 2 vy el

’ andlisis de los datos en la tabla No 3, observando que la pendiente
es igual a 0.988, la ordenada al origen de 0.14, v el coeficiente de

correlacion igual a 0.9996, a su vez realizando estadisticamente a
traves da la prusba "t" de Student, se obsastva que no existe signifi-

cancia estadlstica por 1o qua se demuestra que el metodo es lineal,

EXACTITUD DEL METO0O

Papa evaluar estadisticamente la exactitud del método se concide—
raron los Jdatos a traves del porcentaje de recobro, analizandolos por
el parametro de “t" de Student, Tabla No 4 . De acuerdo a los resulta-
dog, se aprecia que los datos obtenidos se encuentran dentro de ol cri-
terio de aceplacidn, demostrando que el método es exatto, y que no

existe significancia estadistica.

REPRODUCIBILIDAD DEL METODO

Para tonocer la variabilidad de los datos se analizd por triplicado
cada rv;uest,ra con una misma concentracidn del 160X por dos amalistas en
diferentes dlas y se llevo a3 cabo un andlisis de varianza. De los re-
suitados obtenidos los cuales se presentan en la tabla No 5, siendo el
valor de "F* calculada para todos los tratamientos ( analista, dia,
analista-dia ), menor que el valor de "F” tedrica a un nivel de signi-
ficancia de 0.05 , por lo cual comprobamos estadisticamente que el néto~

do es reproducible.
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ESFECIFICIDAD

E

4

3 meses
2

H S0

e me s asumae s bhue

=]

semanas a 60 C

1NaDH

.
H
]

S0
4

2
H
2

iPara

disol-! aceta- taminolpla-

N
.
.

minofen!fenolicebo

vente

No de

3

muestras

3

6

CHC1

CHC1

(<]

3

indica en la tabla lo que se llevo a cabo durante el desarrelloe
experimental, donde el No de muestras es el numero de inyecciones

invectadas al cromatografo.

&
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12. CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos se desprende que se desarrolld un
matodo cromatografico que cumplio con los requerimientos de linearidad
en un rango de 80 a 120 mg/ml, repetible y reproducible entre dla y
analistas, exacto entre el intervalo de confianza (99.6 <100.7< 101.8),
espacifico para ser utilizado como metodo indirecto de estabilidad asi
como método de rutina en pruebas de control de calidad.

Dado que el m2todo desarrollado también presenta caracteristicas de
sencillez, rapidez vy economia (en comparacidn con cromatografia de 1i-
quidos de alta resolucidn), se propone para que sea considerado como un
método alternativo en el anadlisis de acetaminofen, su utilizacidn depen-
dera de la forma farmacdutica, recursos disponibles y del tiempo que se

disponga para llevarlo a cabo.
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