
./<) [;' r-< '/ 

,;2a-l 
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXIBD 

ESCUELA NACIONAL DE ESTUDIOS PROFESIONALES ·· 

ZARAGOZA 

DESARROLLO Y YALIDACION DE UN METODO ANAUTICO 
PARA ESTABILIDAD DE ACETAMINOFEN 

EN SOLUCION PEDIATRICA 

T E 5 1 5 
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE: 

QUIMICD FARMACEUTICO BIDLOGO 
P R E 5 E N T A: 

ROGER LARRAURI MORA 

MEXICO, D. F. 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



C O N T E N l D O 

1 . l ntroduc c ion -------------------------------------

2. Fundarnent.ac1i!1n del tema ------------------------------- 2 

2.1 Definicion de cromatografla de gases------------------ 3 

2.2 Fundamentos de Ja cromatografla de gases------------ 4 

2.2. 1 Factores pa1·a evaluar la efectividad de Ja cromatografla 

de gases ---------------------------------------------- 7 

2.2.2 Equipo de nomatografla de gases ------------------ 9 

3 Propiedades f isicoqulmicas del acetaminofén ----""--' 20 

4. Validación-------------------------- 23 

S. Planteamiento del problema --------------:-.-:-.------ 31 

6. 

7. 

S. 

8.1. 

8.2 

Objetivos --------------------------------~.~---- 32 

Hipotesis de trabajo -----------------'--.,.:-.,-~;_;:,;;:~--- 33 

Materia les -----------------------.~--~-: ... ~.'-;-:-;.;'-~---- 34 

Rea et i vos -------------------------_:~::'.:~~:::~~~~~:_:;~~.:_ 35 

Equipo ------------------------------~::::----'.~___;.:.~--- 35 

9. Metodologla ------------------------------------- 36 

9.1 Preparacion de Ja soluc1on estandar ----------... ----36 

'3. 2 Prepara e i•!in de la soluc ii!m problema ------------- 36 

9.3 Metodoologla para la validación ------------.,.--''----- 37 

9.2. l L1near1dad del ~:iisteil1a ------------------:---. --.:._~_ 37 

9.:.2 Pracisiún del sistema--------------------------------- 37 

9. 2 3 Linear idad del métod·~ ---------------------------- 37 ;:-:·,-, -;T:.' 
9.~:.4 Exactitud del métooo -------------------------- 38 

9. 3. 5 R"produc ib11 idad del métoodo -------'-'-'--_:_:;:::.::.:,;:__:: ____ 38 

9. S. 6 Espec i f i e idad --------------------~.'..._:.::.:.:..:...-~~,~---- 38 



1 O. Resu l <ad»s ------------------------------------------- :39 

11. Análisis de resultad•JS --------------'-:.---;:---:.'-------- 54 

12. Conc lusí1:>nes ---------------------------------------- 57 

13. Bibl iogra f !a -------------------------'--_::;;._·.;..:; ________ 58 



1. INTROOUCCIOH 

El Acetaminofén continua siendo un c011Puesto analgésico aaiplia...nte 

utilizado. En la literatura cientlfica Nacional e Internacional se re­

portan mét.odos para su analisis por Espectrofoto...,trla r Cromatografla de 

llquidos de alta resolucion <CLMl. <12, 13> 

Por su parte la Faraacapea Nacional De Los Estados Unidos Mexicanos 

y la Far•acapea U.S.P. XXI, establecen un,aétodo analttico por reacción 

colorimétrica con vainillina. Sin embargo este método no es ele utilidad 

para la cuantificacion de aceta11inofén, debido a que interfiere el pro 

dueto de degradacion (p-amlno-fenol> en la región de absorción del es­

pectro de U.V .. cercano al del acetaminofén. <12,13) 

A través de una separación croaatogrAfica obtendreeos resultados 

ventajosos para ser utilizados en anAlisis de control de calidad para 

una solución pediatrica. 

Debido a las propiedades fisicoqul•icas del aceta.inofén, fué su­

ceptible de ser analizado por croaatografla de gases dado que el pro-­

dueto no sufre descomposición al ser vaporizado. Podellos concluir que 

el metodo desarrollado fué lineal, preciso, exacto, repro<ilcible, espe­

cifico, r~pido y económico. 



2 . FIJNDAMENTAC 1 ON DEL TEMA 

Debido al desarrollo cientlfico y tecnológico en el Area 

farmac~utica y a las necesidades que se tienen del conocimien­

to de nuevos métodos anallticos con mejores resultados y mayor 

rapidez; el uso de la cromatografla de gases es un método ana­

lltico que CU11Ple con estas caracteristícas. 

2 

Oespues de que un lledícaioento ha sido desarrollado, se debe de­

ter•inar si el producto sufre o no degradación del Principio activo o 

de sus componentes, despues de ser almacenado, transportado u otros. 

La Secretaría De Salud en México y otros organis•os mAs como 

la FOA ( Food And Orugs Admínístration ) en Estados Unidos, han es­

tablecido lineamientos en relación a la estabilidad de los •edica-

•entos. en los cuales se especifica que el contenido de principio ac-

tivo de los mismos no debe de ser inferior al 90% durante toda su 

vida de anaquel. (3,9) 

Por lo tanto para que un producto CU11Pla satisfactoriamente 

con los requisitos de pureza y contenido de principio activo, debe 

de ser sometido a estudios de estabilidad acelerada, basando al méto­

do de cuantificación. Un r-.iisito indispensable - debe ci.plir un 

Rlétodo analltico para que pueda ser e1111>leado en un estudio de esta­

bilidad, es que ademas de ser preciso, exacto, lineal y reproducible 

sea especifico, es decir: que pueda diferenciar y cuantificar a la 

sustancia proble•a en presencia de su producto o productos de degra­

dación. El método analltico por crOt1atograf la de gases tUllPle con 

estos requisitos. (9) 
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2.1 DEFINICION DE CROMATOGRAFIA DE GASES 

La cromat.ografla es un proceso de migración diferencial en el cual 

los componentes de una rnezc la son transportados por una fase a.Ovi 1, gas 

o liquido y retenidos selectivamente por una fase estacionaria que puede 

ser un liquido o un sólido, de acuerdo a la naturaleza de las fases in­

volucradas y a los mecanisaios de separación. (12) 

La figura 1 rouest1•a la clasificación de la cro..,tografla: 

() Cromatograf la Gas-Liquido (partición) 
( 

CROHATOGRAFIA DE C 
[ 

GASES C 
[ 

C> Croaatografla Gas-Sólido (adsorción) 

C> Cromatografla 
C Plana 
[' 

Cromatografía en Capa 
Delgada (adsorción) 

C Croroatograf la en Papel 
C (partición) 
[ 
[ 

CROMATOGRAFIA DE C 
C Crocatografla Liquido-Sólido 

LIQUIDOS C (adsorción) 
[ 

FIGURA 1 

C> Cromatografla Crocal.o9rafla Liquido-Liquido 
en Columna (partición) 

Croaato9rafla de Intercambio 
Ionico 

Crocatografla de Exclusión 

CLASIFICACION DE LA CROHATOGRAFIA 
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2.2. FIJNDAMENTOS.DE LA CROMATOGRAFIA DE GASES 

En la crornat.091•af la de gases se emplea el procedimiento de elución; 

la muestra se a:ade a la columna y el gas pu1~0 que act.ua de portador 

fluye continuamente a traves de la columna. 

Los liquidas orgAnicos de alto punto de ebullición constituyen la 

fase estacionaria en la CLG. La fase liquida se extiende cOllo una pell-

cula delgada sobre un sólido inerte llamado soporte sólido, la base 

para la separación es la partición de la muestra dentro y fuera de la 

rnisma. Si se puede encontrar una fase liquida que tenga solubilidad 

selectiva para dos compuestos, entonces estos dos pueden separarse me-

diante cromatograf la de gases. Debido a la amplia gama de fases liqui­

das disponibles la CLG es la forma m~s selectiva de cromatografla y la 

la que presenta mayores usos. (14, 15) 

En la figura 2 se muestra el esquerna de la columna cr•Jmat.1:igr8fica. 

La fase estacionaria esta efupacada apretadame11t.e dentro de una columna: 

el gas. portador fluye cont.inuarnente a t.rav~s de la columna. Las 111olécu-

las de la muestra se distribuyen o equi 1 ibran entre el gas portad•or y la 

fase orgAnica liquida. Las muestras que son mAs solubles en la fase 11-

quida permanecen menos t~empo en el gas portador en movimient.o Y, por lo 

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

FASE MOVIL. t 
ESTACIONARIA 

FASE MOVIL 

FASE MOVIL 

FIGURA 2 

REPRESENTACION ESQIJEMATICA DE IJNA COLUMNA CROf'IATOGRAFICA 
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En la cr1:imat.ografia de gases, la fase m1!ivil es un gas y la estac:io­

naria es un sólid•::> Ccromatograf la Gas-Solido) o un liquido Ccromatogra­

fla Gas-Liquido). En la primera, el proceso de separación se lleva a 

cabo por ads1::>rci1!m entre el gas que transporta el soluto y el soporte, 

que puede ser al~mina, sllica gel, carb~n, etc. y en la segunda, la par­

tición se lleva a cabo entre una fase estacionaria liquida que cubre a 

un sólido inerte, como sllica, vidrio, etc. y el gas que transporta el 

soluto. Cuando se introduce una sustancia en la corriente del gas, esta 

se volatiliza por la elevada te~peratura y de esta manera es transporta­

da por el gas transportador a lo largo de la columna donde se d1s~ribuye 

entre las fases solida y liquida. Este proceso de particion o reparto 

entre ambas fases est.A definido como el "factor de capacidad " K' deter­

minado bien sea por la cantidad o por el tiemp•J de residencia de la sus­

tancia en cuestión entre las fases respectivas: 

cantidad de la sustancia · 
en la fase estacionaria 

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 

serA el valor de K' y, por lo tanto, mayor el tiempo de retencion, por 

lo que el valor de K' dependera del soluto, la cantidad y la composicion 

de la fase liquida, la temperatura y la velocidad de flujo del gas. 
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El siguiente esquema representa un cromatograma tipico de eluciOn 

de d1Js sustancias donde t.1 y t.2 s1Jn i.:~s tiempos oe retención de las sus-

tandas 1 y 2; h y h/2 son la altura total y la mitad de la altura del 

Pl C•J: Wh/2 es el ancho 1jel p1co a la mi t.ad deo la al tura y Wl y W2 SQn 

los anchos de las bases de los picos 1 y 2 respectivamente. El pico del 

aire es caract.erlstico 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 retención para una sustancia que es retenida por 

la columna. C12, 14.ISl 

a 
t 
s 

pico 
aire 

<-ta-> 
<~--~~----------t1--~-------~-> 

<-~------~------~~---t2----------------------~-> 

tiempo ----------------------~-> 

Una medida de la eficiencia de una columna en particular se puede 

conocer calculando el numero de platos teoricos Cnl en la columna con la 

siguiente ecuación: 

n = 16 

2 
t 

"' 
En donde t es el tiempo de retencion de la sustancia y W es el an­

cho de la base del pico obtenido extrapolando los lados del pico hasta 

la linea base. El valor de n es dependiente de la sustancia que esta 

siendQ analizada de las condiciones de operación tales como la veloci-

dad de flujo, la temperatura, la cantidad del empaque ae la columna y la 

uni fornlidé4d de éste. 
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2.2.l FACTORES PARA EVALUAR LA EFECTIVIDAD 

DE LA CROMATOGRAFIA DE GASES 

ResoluciOn: 

COllO una medida de la eficiencia de la separaciOn de dos co~uestos 

en una mezcla, la resoluciOn, R, se deter•ina por la siguiente ecuación: 

( t2 - ti ) 
R 2 -------------

W2 - Wl 

Donde t2 Y ti son los tiempos de retenc iOry para los componentes y W2 -

Wl 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 anAlisis por cromatografla de gases tarda unos mi-

nutos: muchas separaciom:!s ut.iles se COMPlet.an en 10 minul1)S. Con al­

tas presiones se han terminado anAlisis completos en apenas unOs segun-

dos. Sin embargo, en la mayoria de los anAlisis de laboratorio este 

ahorro en tiempo no reduce apreciablemente el tie~o total involucrado 

en la tonta de la muestra, el anfllisis cr0111atogrAfico y el cAlculo de los 

resultados. En consecuencia solo basta senalar que la cro<natografla de 

gases permite lograr rApidamente buenos datos anallticos. 
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Sensibi 1 idad: 

Una de las razones principales par las que se usa iunJ>liamente la 

cra11atografla de gases en los anllisis, es la sensibilidad requerida. 

El detector de conductividad tér•ica pUede facillll!nte medir •icrograioos, 

y los detectores Mls selectivo5 cOllO el de captura de electrones y el 

detector de ionizaciOn de flMa alcanzan a detectar hasta picogra.os. 

Debido a esta sensibilidad, la cra.atografta de gases es un llétodo 

preferido para el anllisis de trazas, particularlll!nte plaguicidas, her­

bicidas, far.acos, conta.inantes·del aire y agua de tipa or!IAnico. Otra 

ventaja de ésta sensibilidad es la •lni.a .uestra requerida, para ca11-

pletar un anllisis bastan unos •icrolitros. (14,16> 

Sencillez: 

Tanto las técnicas C090 el instrUlll!ntal de la cr010atografla de ga­

ses son relativaMente sencillos y flciles de c~render. Con solo unos 

pacos dlas de traba~o de laboratorio los estudiantes son capaces de ob­

tener datos anallticos significativos. <14) 

Resultados cuantitativos: 

Un factor i9PQrtante de la cra.atografla de gases es que per•ite 

obtener buenos resultados cuantitativos. Sin ellbargo, la exactitud es 

funciOn de 9UChos factores. Direioos sola.ente que se pUede obtener bue­

na exactitud en una a11Plia ga.~ de concentraciones de la auestra, desde 

•iligra.os hasta nanogra.os. <14,16) 
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2.2.2 E•l\Jlf'O DE CROMATOGRAFIA OE GA$ES 

La figura 3 representa el esquema de un sistema para cromatograf la 

de gases. Las partes basicas son: 1) cilindro de gas portador, 2) con­

trol del flujo del gas, 3) entrada de la 1111.1estra, 4) termostato de la 

colunma, 5) columna, 6) detector, y 7> registrador, integrador. 

FIGURA 3 

ESQUEMA DE UN CROMATOGRAFO DE GASES 

El gas portador inerte (helio o nitrOgeno) fluye continuamente 

desde un c i 1 indro de gas a través de la c~mara de inyecciOn C inyector>, 

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

cuidadosamente para obtener t.iempos de relenciOn reproducibles y dismi-

nuir al mlnimo Ja deriva y los ruidos del detector. La muestra se in-

yecla Ccomunmente con una jeringa graduada en microl i lros) en la car11u1'd. 

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

arrastrada hacia la columna. Cl2,14,15) 
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La columna es un t..ubo largo de met.al o vidrio, relleno de part..icu­

las sólidas (soporte S•~lido). Sobre el S•Jporte s 0ol1do s" ha distribuido 

de manera unifor111e u11a pellcula delgada de un liquido de alto punt.o de 

ebull1ci6n (fase estacionaria). La muestra se reparte entre el gas por­

tador y la fase esta e ionar ia separand1~se en cada uno de sus componentes. 

Los componentes de la muestra que tengan mayor solubilidaden la fase es­

tacionaria se desplazan ci:m mayor lentitud y se eluyen mucho despues. 

Oespues de la columna, el gas portador y la muestra pasan a través de un 

detector. Este dispositivo m11je la concent.ract~n de ·1a muestra y genera 

una serial electrica, esta sef'fal pasa a un regist.raijor gráfico, el cual 

configura un e rornatograroa. En muchos casos un procesad1Jr de dat.1:>s int.e­

gra autornaticamente el area del pico y en algunos casos efectua cálculos 

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

Gas portador 

El propósito priaario del gas portador es transportar los COllPonen­

tes volátiles de la muestra a través de la columna, el gas deberá ser 

inert..e y n1J reaccionar ni con la muestra ni con l.a fase estacionaria. El 

Prop1!isito secundario es el de obtener una matriz adecuada para que el 

detector mida el componente de la muestra. En el cas•o del detector de 

conductividad term1ca, el helio produc1ra una sensibilidad siete veces 

mayor que el nitrógeno. 

Es importante que el gas portador sea de alta pureza ya que en es­

pecial las impurezas de oxigeno y agua pueden alterar qulm1camente la 

fase estacil)naria y por ende, modificar los t.iemp-:is de retenc1~•n. 
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Cent.rol da flujo del gilis: 

La primera parte en cualquier sistema de flujo es un regulador de 

d•Js etapas conectado al cilindro con el gas portador figura 4. La pri­

mera etapa indica la presión del gas en el cilindro, al hacer girar la 

vAlvula del regulador se harA llegar una presión creciente <registrada 

en la segunda etapa) al cro•atOgrafo. Este regulador no funciona bien a 

presiones bajas. En la segunda etapa se recomienda usar un ininimo de 20 

psi, si con 20 psi se consigue un flujo demasiado grande, debera colo­

carse un tubo constrictor o capilar entre la segunda etapa y el cromAt·o­

grafo. 

FIGURA 4 

RE6ULAOOR DE PRESION DE DOS ETAPAS 

Medición de flujo: 

Los dispositivos mAs usados son un rotAmetro y un f luJOmetro con 

burbuja de jabón. El rotlmero proporciona un lndice rlpido y apropiado 

del flujo, pero no es 111.1y exacto. (14) 
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El flui·!•n1dro de pellcula de jabón es siilplen1ente un tubo cal ib1·aJo 

(p»r lo general una pipeta o bureta), a través del cual fluye el gas 

portador. Al apretar una pera de goaia se hace ascender una disolución 

jabonosa que cierra el paso del gas. Se dejan ascender varias burbujas 

de jabon por el tubo a fin de hulledecerlo lolal11ent.e. Entonces, con un 

cron6metro se •i.de con e><acttlud el tiempo que tarda una burbUJa en des­

plazarse en un vol1J11en definido. A partir de esta velocidad de la bur­

buja, puede fAcll11ente calcularse la velocidad del gas portador en mili­

litros par •inuto <111/•in> (figura 5). 

ENTRADA DE OAS 
JI 

. DISOLUCION JABONOSA 

FIGURA 5 

FLUJOl1ETRO DE PELICULA DE JAOON 



13 
Entrada de la muestra: 

La entrada de la muestra deberá per•itir la introducción de una aa-­

plia variedad de muestras, incluyendo l lquidos, gases y sólidos, y su 

inyección rApida y cuantitativa en la corriente del gas portador. La 

muestra se intr~ce utilizando una jeringa. Para conseguir la mejor 

forma del pico Y la resolución •Axima deberA usarse la •lnima cantidad 

posible de muestra. Mientras mAs cQllPOnentes constituyan la muestra mas 

grande debera ser su tamaffo. En la mayorla de los casos la presencia de 

otros componentes no afectará l~ localización y forma del pico de un de-­

terminado componente. Casi todos los crornatógrafos de gases tienen una 

entrada con termostato. En el diseno de estos sistetllils ele entrada, va-

rios factores revisten importancia. 

a. El gas portador debe precalentarse para garantizar una rápida 

vaporización. 

b. El diafra~ debe mantenerse mas trio que el bloque del in-­

yector para evitar su degradación térmica. 

c. El camino del flujo debe ser suave y uniforme para evitar la 

difusiOn en •torbellino" o la transferencia exponencial de la muestra 

dentro de la columna. <l•> 

Termostato de la columna: 

La columna lleva un termostato para que la separación pueda ef ec­

tuarse a una temperatura reproducible. Ademas es necesario para mante­

ner la columna dentro de un amplio intervalo de temperaturas, hasta de 
o 

350 C. El control de la telll>eratura de la columna es uno de los proce-

di•ientos mas fáciles y eficaces para promover la separación. <1•.16) 
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Columna: 

La éolumna efettUa la separaci~n, siendo este el objetivo prímario 

de la cron1atograf la de gases. El el"9ir la columna es la decisión mas 

importante y mas dificil en una técnica para cron1atografia de gases. 

La elección de la columna es de acuerdo a nuestra muestra problema, 

debetlos de t0111ar en cuenta el peso molecula1., polaridad, estabilidad y 

principalmente la no compatibilidad con la fase estacionaría y la fase 

m•)vil. C14, 19) 

Las columnas mas usuales son: 

- 011-3 (fenil-n1etil-dimetil silicon) para acidos libres y fenoles. 

- 011-17 CS0% de fenil silicon) para esteroides, farmacos y aminas. 

- l)V-101 CI iqui•j., me ti l si licon> para hidrocarburos y pesticidas. 

Este tipo de columnas estan empacadas del 3% al 10% en chromosorb 

W-HP 80/100. 

- Porapak S Creconiendada para alcoholes en sangre) . 

.., Carbowax (solventes coma: Hexano, tolueno, piridina, butanol>. 

Caracterlsticas de las coluninas: 

El tubo de la columna puede ser de cobre, acero inoxidable, alumi­

nio o vidri.o tanto en forma recta conio helicoidal. En general se utili­

zan columna de acero inoJXidable y vidrio. La longitud de la columna va­

ria desde unas cuantas pulgadas hasta mas de 15 metros. Las columnas 

anallticas co1111mes miden de 1 a 3 metros de longitud. Con mayores lon­

gitudes se obtiene niejor resolución. 

El dlametro de la columna varia de 0.025 a 1.25 centlmetros de 

diametro intérno. Mientras menor sea el diámetro de la columna mayor es 

la· eficiencia de ésta. El di~metro externo de las columnas analiticas 

estandar es de 0.3 y 0.6 centlmetros. 



IS 
Fase l lquida: 

Es la fase liquida la que debe exhibirse la capacidad, CDIM> disol­

vente diferencial, necesaria para la separacion de los co11POnentes de 

una MUest.ra. 

La fase liquida debe ser estable a la ie-rat.ura ailxiaa de funcio­

namiento de la columna. En la mayorla de los catalogos de accesorios se 

Indica la ter•peratura milxiaa de las cobanas. <1.rl, 19> 

EjeMPlos: 

- IJEGS: Oietilen Glicol Succinato. 

- lleHl Silicon. 

- Poli .-Fenil Eter (6 anillos>. 

Feníl l'lehl Oifenil Silicon. 

Soporte sK>lido: 

El proposito del saporte es de sostener una pellcula delgada y ooi­

for111e de la fase llquída. Un sOPOrte OJ>t.iao deber;\ poseer deteralnadas 

caracterlsticas c09l0 son: 

- Una so.rperfície especifica extensa de 1 a 20 • /g. 

- l.ln diólaetro de paros unlforae del orden de 10 o menos. 

- Un alniao de interaccion qulaica y adsortiva con la auestra. 

- Partlculas de foraa regular, de taaaflo uniforae. 

- Resistencia aecilnica: no deberil des8oronarse al ser aanipulado. 

La materia prima para la mayorla de los SoPOrtes es la diatoaita, 

ta1nbilm dellOllinada tierra de diat.oa;\ceas. El la li terat.ura de cr011ato­

grafla de gases aencionan varios de los soportes ails cOIDUfmente utiliza­

dos· ;idemóls de las cargas de fase Uquida recoaendadas para el SOPOrte, 

esto es seleccionado dependiendo de la auestra y se elije en base a su 

peso aolecular, pclaridad de la 111alecula, estabilidad, etc. 
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Detector: 

El detector croMatogrlfico es un dispositivo que •ide la concentra­

c iOn dO! e.a ...., de los e-tes dlt la -.;t.ra y genera """ sellal 

el•ct.rica proporcional a dicha concentraci6n. Cl.&, 15, 16) 

Características de un detector: 

a. SENSIBILIDAD. Denota la cantidad de sella! generada para de­

ter•inada concentracibn de una .....,.t.ra. 

b. RUIDO. Se refiere a la respuesta del detector de corta dura­

cilln y al anr, det.erainada par las caracterlst.icas eli!ct.ricas. Por lo 

general se define COMO la cantidad •!ni.a detect.ole de aquella .,..,.t.ra 

lo suficiente..nte grande generando una sellal 2 veces aayor a su nivel. 

c. RESPUESTA. Significa que el detector genera una respuesta pa­

ra todos los c'*'°nentes de la muestra, exceptuando el gas portador. 

Esta es una caracterlstica deseable 'f es ..,., ~til disponer de un detec­

tor con respyest.a. universal. 

d. RECORRIDO LINEAL. Es la regiOn sobre la cual la seflal del de­

tector es directaaente proporcional a la concentracibn de la llUl!St.ra. 

Tipo de detectores: 

a. Conductividad t.ér•ica. 

b. Captura de electrones. 

c. Fluidos biologicos. 

d. lonizacion de flaaa. 
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Detector de ionización de flama 

El funciona•iento de los detectores de ionizaciOn se basa en el 

principio de que 1• conductividad electrOnic• de un gas es directa•ente 

proporcional a la concentraclOn de las P•rtlculas cargadas dentro del 

9ilS. La figura 6 MUestr• un detector d9 ionlzacl6n de flan <JFDl. 

BRECHAS ENTRE 
ELECTRODOS 

-=-FUENTE DE ENEROIA 

"""'""'"""''"' AL REGISTRO 
QRAFICO 

FIGURA 6 

ESQIJEAA DEL CIRCUITO DE UN DETECTOR DE IONIZACION DE FLAltA 

El 9H portador fluye desde la columna hasta la flau, la cual io­

niza algunas de las 1111léculas orginicas presentes en la corriente ga-

seosa. La presencia de partlculas cargadas (iones positlvos,iones nega­

tivos y electrónesl en el e1Pacio entra los electrodos origina una co­

rriente que flure en éste y a través de una resistencia que los •ide. 

La dis•inucion de potencial resultante se a11Plifica y se ali11enta a un 

regl 5trador. 



18 

Cudndo un lomponenle org.\nico entra a la flama. se quema se for-

m•n port lculas carg•das, curo aumento hace que fluya corriente. Esla 

corr1..,nle prod1'ce una selal que e9 amplificada y dibujada como un pico 

s•obre el registrador gr;H ico. En la figura 7 se muestra un esquema de 

un di>lector lfíl El hidrogeno y el aire se mezclan entre si y se qua-

ma formando una llama. Cerca de la salida de los gases se coloca una 

hohina d<! ignición para facilHar la combustlOn. (U,15,16) 

FIGURA 7 

ESQIJEMA DEL DETECTOR DE JONIZACJON DE FU\11A 

Caracl.,rislicas cl<!l d<!lector de ionlzaciOn de flaMa:· 

-11 
- lleterr.1inac il'>n cuanll tativa 11lnl•a de 10 g. 

- Respuesta selectiva, sensible a COllPUeSlOS orgAnicos. 

- Estabilidad excelente. 
o 

- Tempera lur a limi le de 400 C 

- IHiliza como gas portador nHrOgeno o helio. 
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Registrador e integrado\': 

Un registrador es un dispositivo elect.rornec~nico y, c<>M> cualquier 

otro instrumento es suceptible de error. Un cromatograma, es el regis­

tro grafico, donde se indican los componentes y el grado de concentra­

ción en que estAn presentes en una muestra. Cuando solo sale de la co­

lUlllna el gas portador utilizado COIM) eluente, aparecera dibujada una 

linea recta, la linea base. Cuando se eluyen los picos de la muestra, 

se dibuja el perfil de su concentración y asl se obtienen dos importan­

tes par~..,tros de inf or111ación: el tietOPo de retención (es el tietOPo que 

transcurre desde la inyección hasta la elución del punto •i\xiao del pi­

co), y el area del pico (que esta en relaciOn directa a la concentración 

de la muestra) donde el integrador operara haciendo los calculas necesa­

rios para que obtengamos esa relaciOn en porciento de area que corres­

ponderia a nuestra pureza del compuesto asl •isao nos da la anc~ra 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 integración es lo •~s sofisticado que har para conocer nuestra 

concentración de la 11UeStra y nuestra pureza de la •is.a. <1•,16,17> 
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3. PROPIEDADES FISICO•WIMICAS DEL ACETAMINOFEN 

- SINONIMO = Paracetam•ol, N-Acetl !-para-amino-fenal, APAP. 

o 
- FORMULA DESARROLLADA H-~-r-N-~-OH H H\d 
- FORMULA CONDENSADA C H N O 

8 9 2 

- PESO MOLECULAR 151. IE. 

o o 
- PUNTO DE FUSION De 169 e a 172 C. 

- DESCR 1 PC ION Crist.ales blancos inodoros 6 polvo con sabor 

amar91:>. 

o 
- SOLUBILIDAD 9 ----------------- 70 mi de agua a 25 c. 

- usos 

g ----------------- 20 mi de agua hi 1•viendo. 

g ----------------- 7 ml de cloroformo. 

g ----------------- so ml de alc•ohol. 

g ----------------- 15 ml de acetona. 

g ----------------- 40 mi de glicerina. 

g ----------------- 9 ml de propilenglic1:>l. 

lns•:>luble en benceno y et.er. 

Soluble en S•:Jluc iones a leal inas y Ac idas. 

El acet.aminofen es un compuesto analg~sico, esta formado 

descomposición de la acetanilída y acetafenítidina, es 

usado para aliviar el dolor de cabeza, las mialgias, ar­

tralgias y otros dolores relac i•,nados con los musculos 

articulaciones y afecciones de lc1s ne1·vios per1fericos. 
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El acet.arnim:ifen carece de la a ce ión antinf lamator ia de 

la aspirina, por lo tant.o esta 1 imitada su ut.i 1 idad a 

des1:irde11es inflart1at.ori1:is de t.ipo reumat.ico. (5, 11)) 

- VIDA MEDIA 
o 

pH t. 112 (25 Cl. 

2 o.e 
3 5.8 
4 15.4 
5 19.B 
6 21.8 
7 12.6 
8 7 .1 
9 2.4 

- INESTABILIDAD La inestabilidad del acet.a•inofen es la 

1. 

hidrólisis, formando p-amino-fenol 

acético. (10) 

acido 

La estabilidad del acetaainofen fue estudiada 

o 

por Koshy y Lach, mencionan que la hidrolisis 

espantanea no existe, reacciones de hidrolis1s 

en Acidos y bases catalizadas son espontaneas, 

las reacc i•:mes mas importantes son: 

O llH 
HO N-C-CH 

H H 
CH COOH 

3 



2. 

o 
HO~-N-~-~-H 
"=/H H 

3. 

+ 
+ H 

HO~-N-~-~-H + OH 
"=/H H 

22 

+ 

---~--> HO~-~H + CH COOH 
HO "==/ 3 3 

2 

+ CH CIJO 
3 



23 
4. VALIDACION 

La validación de un método analltico es un proceso por el cual que-

da est.ablecido, Por estudios exPeri-ntales, que la capacidad del método 

satisface los requisitos para la aplicación analltica deseada. Y la ca­

pacidad se expresa como: Exactitud Conocida/ Variabilidad Establecida. 

Para llevar a cabo la validación de un método analitico es necesario de-

terminar los siguienies parametros. 

Linearidad 

Indica el grado en que la respuesta del 11étodo se aproxiaa a una 

función lineal del tiPo Y= b + ax < donde b=O y IFl > al trabajar a 

diferentes concentraciones. (18,19,20) 

Para llevar a cabo tal fin se grAfican los datos exPerimentales, de 

tal Manera que la cantid.ad recobrada este en función de la cantidad adi­

cionada, para observar el grado eñ que los resultados se comportan como 

una tune ion lineal. Para conocer rlll9eric;uoente lo anterior se cleter•ina 

la· regreslon y correlación de los datos. 

Por regresión se entiende la relación existente entre las variables 

la cual se representa por la ecuación. 

Vij = b + mxi + Eji 

Donde: 

b = Ordenada al origen. 

• = Pendiente de la recta, indicada Por dos variables. 

xi = Cantidad adicionada de la i-ésima concentración. 

ji Cantidad recobrada dela i-ési•a concentración en la j-ésima 

repetición. 

Eji =Error experimental. 

El criterio a seguir es: m=l,b ú, r>ú.98 
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Para llevar a caco la 'det.erminaci1~n nUmerica, es necesario 

efectuarlo mediante el método de mtn1mos cuadrados. 

Se determina la dispersión alrededor de la recta de regresión con 

el error tlpico de estimación modificado (Sy/;<) y la sensitividad cJ) 

del método mediante las siguientes expresiones: 

2 
Cf Y l - b CÍVl - mC/.XYl 

Sy/x 
n 

.n 
C Sy/x ) 

n - 2 

m 

Sy/x 

2 
Dado que 6' y lx es constante para las "x", la regresión es lineal , 

y la distribución lineal de "y" para cualqu·ier valor de "x" dado, es una 

distribución normal. Es posible dar mediante intervalos de confianza, 

las estimaciones de b y m por las siguientes expresiones. 

Inferencias a cerca de b (ordenada al origen). 

Contraste de hipótesis. 

Ho b=bo donde b»=O 

HI b/bo 

Estadlgrafo de contraste. 

b - bo 
t bo -~-------------

Sy/x 2 

-~~~---
2 

nl.CXi-X) 



El intervalo de confianza lo podem1JS calcular con: 

b - té/2 . ~ylx liJI 
t-~~:~~:~2-· 

< b < b + t Sy/x 
1-.C/2 

Int.erferencia a cerca de m (pendient.e). 

Cont.rast..e de hip1!it..esis 

Ho m=mo donde lllO = 

Ht m/mo. 

Estadigrafo de co11traste 

t lllO = 
....-. 
Sy/x 

con <X= 0.0.S y o{.12 

El intervalo de confianza al 9.S % se calcula con: 

A 
Sy/x 

m-t ol..12 -----­
sx[ri'"=ll 

Donde: 

< m < m+t 1 - ol.12 

2.S 

2 
~Xi 

.A, 
Sy/x 

----------
Sx ~ 

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

exper in,entales. 

X = Valor promedio de las cantidades ad1 c ionadas. 

bo> Valor del paránletro (o>rdenada al origen = 0). 

n NOmero de observaciones de muestras independientes. 

Sy/x Error tlpico modificado>. 
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Sx Desviaci•~n estandar de las cantidades ad1c1onadas. 

Xi Cantidad adicionada de la i-ésima conCent.racii:•m. 

m Valor de la pendiente, det.e1·minada por la ecuación de la 

recia de re·3resión. 

n10 Valor del pa1•ametro (pendiente = 1 ) . 

Coeficiente de cor1~elación (r), indica el grado en que se asocian 

dos variables, una vez obtenido, se puede calcular el coeficiente de de-
2 

l.erm1naci1~n (r ), el cual indica la variabilidad exvlicada por la recta 

de regresii~n. (18,Z0,21) 

Exactitud 

Es la concordancia que existe entre un valor determinado experimen-

talmente y su valor real. 

Contraste de hipótesis. 

Ho u = 100 % 

Hl u / 100 % 

Estadigrafo de contraste "t" de StudenL 

- u 
t (calculada) 

S/ .jñ' 
con o{_= O. 05 

Donde: 

X Promedio de recobro de n muestras independientes. 

u = ParAmetro que nos representa el valor real del porcentaje de 

recobro. 
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S/ n Er1~1Jr est.~ndar el cual es una medida del error e}l:perimental. 

El intervalo de confianza al 95 % se calcula con: 

I.C. = X + t 1-oí./2 S/ n 

D•Jnde: 

Valor Pr•Jmedio de los porcentajes de recobro. 

1-o(/2 Valor teórico del estadlgrafo de contraste a esa con-

fia11za para tal intervalo. 

Precisión: 

Es la concordancia con respecto al valor central entre resultados 

sucesivos, obtenidos en un matado, bajo condiciones iguales de trabajo. 

:;., evalua nied1ante el c.!ilculo de la desviación del conjunto de datos. 

Repetibi l idad: 

Es la precisión de un método analitico eXPresado como la concordan-

cia obtenida entre determinaciones independiantes realizadas por un solo 

anal lsta, usand•J los mismos aparatos y tecnicas. ( 18, 2L23) 

Contraste de hipótesis. 

2 
Estadlgrafo de contraste: X , llaniada Ji-cuadrada. 

Donde: 

n N~mero de observaciones de muestras independientes. 

2 
s Varianza muestral 
., 

ff Parametro, que nos representa la variabilidad del métod1J. 
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El intervalo de confianza lo podemos calcula1• de la siguiente fornia: 

Donde: 

2 
(n - 1) S 

2 
X 1 - o(,/2 

< < 

n No)mero de muestras independientes. 

2 

2 
<n - 1) S 

2 
X OÍ/2 

X Valor tebrico del estadlgraf o de contraste, el cual tiene 

una confianza del 9S i. 

2 
S Varianza de los datos obtenidos del porcentaje de recobro. 

f; Desviacibn estAndar poblacion~l. 

Reproducibilidad: 

Es la concordancia con respecto a un valor real en un met.od•l, pero 

bajo diferentes condiciones <analista, tiempo, aparatos, laboratorios, 

etc.). Para evaluar este parametro se aplica un estadlgrafo ae prueba 

F con doJs varianzas, d•Jnde su modelo estadlstico lineal del diseno expe-

rimental es: 

Yijk u+ Ai + Oj + ADij + E (ijlk 
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Donde: 

Vijk Porcentaje cuantificado con el i-ésillO analista, dado el 

j-ésimo dla de la k-esi•a repetición. 

Ai Efecto del i-ési11<> anallsta en el porcentaje cuantificado. 

Oj Efecto del j-ésimo dla del porcentaje cuantificado. 

u = ParA-tro el cual representa el valor real del porcentaje 

de recobro, donde no existe efecto por dla o par analista. 

ECij)k =Error experimental, el cual es una medida de la reprodu­

c ibílidad. 

Especificidad: 

En este tipo de prueba se a~ra que la respuesta medible solo se 

debe a la sustancia que se desea analizar y no a excipientes o productos 

de degradación, los cuales se pueden f or11ar durante el al•atenamient.o de 

el -terial. Para detlost.rar este punto se pueden llevar a cabo las si­

guientes pruebas: 

a>.- Analizando el placebo de la forMUlación bajo las mis.as condi­

ciones que se trabaja la formulación. 

b).- Se pueden adicionar los produces de degradación del principio 

activo al placebo de la formulación, cuando no se conocen los productos 

de degradación, entonces es necesario sotoeter al fArmaco y a la forMUla­

ción bajo condiciones que aceleren el proceso degradatlvo, se emplean: 

temperatura, luz solar, luz ultravioleta, medio oxidante, pH alcalino, 

pH Acido, ht.lnedad relativa, etc. C18,20,21,22> 
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LA TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA ES DE LA SIGUIENTE FORMA: 

. . . . . 
----------;----------;--------------i:-~-----2--!------------;-cM--

• VI .. -V . . • A 
Ai a - 1 ( i - 1 ) :---- se / a-1 

A 
:----

: be 
: *I 

abe : 
*2 : 

: e11 
E . ' . . . -----------:----------:--------------:-----------:------------:-----

Oj b - 1 ( j - 1 
2 

:"V . j, se / b-1 
D 

: e11 
D 

ae 
*3 

:-----
: CM 

E 
' 1 •. • • • 

-----------·----------·--------------·-----------·------------·-----

AOiJ 

: - : : : 

.: 
(a-1) 
Cb-1) 

: 2 2 : 
:"Vi. j,- y-: 
:-----

se 
AD 

---------
: ac be : <a-1 )(b-1) 

:CM 
AD 

:-----
:Cl1 

E 

. . . . . 
-----------:----------;--------------:-----------:------------:-----

E 
( ij)k abCc-1) (ijk - ij) : -y i jk -

2 
V ij/e 

se 
E 

ab(e-1> 

. . . . . 
-----------·----------·--------------·-----------·------------·----

Donde la media euadratiea del error (Cl1 ) es el estimador de la 
E 

Reproducibilidad 

* Indica la serie comJ>let.a que se debe stmar o restar de acuerdo a la 
ecuación. 
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S, PLANTEAMIENTO DEL PRl)BLEMA 

Dentro del departamento de desarrollo farmacéutico, de un laborato­

rio privado, se desarrolló un producto de acetaminofén en solución pe­

diatrica, fué necesario desarrollar para su control de calidad un méto­

do analltico confiable que permita la cuantificación de\ acetaminofén y 

sus productos de degradación en el citado producto. 

Por lo anterior se pretende desarrollar un método de analisis para 

acet.aminofen y su principal producto de degradación en solución, basAn-

dose en una técnica general de cro•atografia de gases. 

Asl mismo se debe de asegurar la confiabilidad de los resultados 

obt.en1d•:::>S medianti:? la validación del m~todo, determinando su exactitud, 

su linealidad, su precisión,. su reproducibilidad y su especificidad. 
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6. OBJETIVO 

Objet.i V•:> general: 

Desarrollar y validar un método analltico para cont.rol de calidad 

de acet.aminofén en solución pediAt.rica, mediante la técnica de crornato-

grafla de gases. 

Objetivos especif icos: 

l. Determinar la linearidad del sistema. 

2. Oeterndnar la precisiOn del sistema. 

3. Determinar la 1 inearidad del mét•Jdo. 

4. Determinar la exac t.i tud del método. 

5. Determinar la reproduc ibi l idad del método. 

6. Determinar la Especificidad. 
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7. HIPOTESIS 

Dadas las caracterlsticas fisic-.l•icas del acetallinofen y su 

principal producto de degradación Cpara-a11ino-fenol) seri pasible iden­

tif icarios y cuantificarlos de la solución pedi~trica mediante una 

técnica de crottatografla de gases. 
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8. MATERIALES 

l. Microjeringas de S mcl. CHamil ton) 

2. En1budos de separación de 100 mi. CPyrex) 

3. Pipetas volumétricas de 25 ml. CP.K.) 

4. Vasos de precipitado de 100 ml. CPyrex) 

5. Soporte Universal. 

6. Anillo metalice. 

7. Parrilla de agitación. CCorning stirrerl 

B. Parrilla de calentamiento. CCorning Hot/platel 

9. Propipeta autamatica. 

10. Balanza analitica. CMettler AE 260) 

11. Vidrios de reloj. CPvrexl 

12. Embudos de talle carta. CPyre:<l 

13. Pisetas. 

14. Pipetas graduadas de 5 y 10 ml. CP.K. l 

15. Matraces erlenmever. CPvrex) 

16. Espatula de acero inoxidable. 

17. Probetas. CPyrexl 



8. l. REACTIVOS 

l. Cloroformo grado reactivo. 

2. Acetaminofen estandar de referencia. 

3. Para-amino-fenol estandar de referencia. 

8.2. EQUIPO 

(J. T. Baker) 

CU.S.P. RS.) 

CU.S.P. RS.> 
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l. Cromatógrafo de gases Varían modelo 6000, equipado con un 

detector de ionización 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 diamet1•0 

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

malla. 
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9. METODOLOG IA 

DESCRIPCION DEL HETOOO DE ANALISIS 

9.1. Preparación de la solución estandar. 

Pesar 100 •9 de aceta.i.nofen SRef, pasar a un matraz volwnétri­

co de 100 MI, disolver y llevar al aforo con cloroformo grado 

reactivo, ta.ar una allcuota de 10 Ml de la solución anterior 

a un matraz volumétrico de 100 ml. llevar al aforo con cloro--

formo grado reactivo. Esta solución contiene aproxiaadamente 

100 ug/ml de acetaminofen. 

9.2. Preparación de la solución probleea. · 

Tomar una allcuota de la solución problema que contenga 10 11g 

de acetaminof en, pasarla a un embudo de separación y adicionar 

25 mi de cloroformo grado reactivo y 20 MI de agua:Aciclo sulfu­

rico (3:1>, agitar y extraer Ja parte org~nica Por triplicado. 

Concentrar la solución en un bal'lo maria aproxi•adaaente S •l, 

proceder a inyectar la solución clorofóraica una vez enfriada, 

Inyectar al croMatOgrafo, volllllenes iguales Caproxiaadamente 

l ull de las soluciones. 
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9.3 METODOLOGIA PARA LA VALIOACION 

9.3.1. LINEARIDAD DEL SISTEMA 

Se determinarA construyendo una curva de calibraciOn de una aisaa 

soluciOn patrOn utilizando cinco diluciones (80, 90, 100, 110, 120 1), 

haciendo el anAlisis_por dt4>licado para cada soluciOn. 

9.3.2. PRECISION DEL SISTEMA 

Se determinarA por anAlisis sexU..licado de una •isaa soluciOn es­

Undar correspondiente al 100 1 establecida en la linealidad de el sis-· 

teaa. 

9.3.3 LillEARIDAD DEL METODO 

Se deterainarA con placebos cargados del principio activo, cada uno 

de aa.nera independiente en cinco concentraciones! 80, 90, 100, 110, 1201 

haciendo el anAlisis por triplicado. <3,9,12) 
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9.3.4 EXACTITUD DEL HETODO 

Se analizarAn seis placebos cargados con el 1ooi del principio 

activo de manera independiente por el mismo analista y en iguales con­

diciones de operación. 

9.3.5 REPROOUCIBILIOAO DEL HETOOO 

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

plicado, cada muestra con una misma concentración del 100 i. 

9.3.6 ESPECIFICIDAD 

Este m~todo es para probar la especificidad en el siste11a, en esta 

parte se corren tanto el producto de degradación principal, como el sol­

vente y el principio activo estAndar, una corrida separados y una corri-

da juntos, seleccionando las condiciones óptimas de operación. 

Para probar especificidad en el producto se somete a hidrólisis el 

producto con un pH de O a 2 y 10 a 12, colocando las muestras en una es­
o 

tufa a 60 C durante dos semanas. <3,9,12) 



"'9 adicionados 

80 
80 
90 
90 

100 
100 
110 
110 
120 
120 

10. RESULTADOS 

LINEARIDAD DEL SISTEMA 

#19 recuperados 

81.5 
80.1 
90.7 
91.7 

100.A 
99.9 

108.A 
107.3 
120.3 
119.5 

TABLA No 1 
LINEARIOAO DEL SISTEl'IA 

" de recóbro 

101.9 
100.1 
100.8 
101.9 
100.A 
99.9 
9$.S 
97.S 

100.2 
99.6 

PARAllETROS ESTAOISTICOS 

E•PERIHENTALES TEORICOS 
n 10 

ordenada al 
origen 5.13 

pendiente 0.9'9 

coeficiente 
de 

correlación 0.9971 

coeficiente 

39 

de variación 0.7" t (0.975), 8 = + 2.306 

t <ordenada 
al origen> 0.601 

t. (pendiente> = - 1. 93 t. (0.02S>, 8 = - 2.306 

INTERVALO DE CONFIANZA PARA LA ORDENADA AL ORIGEN 

- 1A.S6 < 5.13 < 24.82 

INTERVALO DE CONFIANZA PARA LA PENDIENTE 

0.3996 < 0.9A9 < l .S332 



ing adicionados 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

F'RECISION OEL SISTEMA 

mg recuperados 

99.2 

100.9 

99.(l 

100.S 

99.0 

100.4 

TABLA No 2 

PRECISION OEL SISTEMA 

z 

PARAMETROS ESTAOISTICOS 

40 

de recobro 

99.2 

100.9 

99.0 

100.S 

99.0 

100.4 

EXPERIMENTALES TEORICOS 

n 

X 

6 
s 
2 

Xi 

cv 

6 

99.8 

o. 7846 
2 

0.8594 XI C0.025), S = 0.83 

2 
0.923 Xi C0.975), S = 12.83 

0.9 z 

INTERVALO OE CONFIANZA 

0.536 < 0.7846 < 2.1 



mg adicionados 

80 
80 
80 
90 
90 
90 

100 
100 
100 
110 
110 
110 
120 
120 
120 

LINEARIDAD DEL METODO 

mg recuperados 

80.0 
78.8 
78.8 
88.6 
88.8 
89.S 
99.S 
98.6 
99.4 
108.7 
108.7 
108.3 
118. 7 
118. 7 
119:0 

TABLA No 3 
LINEARIDAD DEL METODO 

~ de recobro 

100.0 
98.S 
98.5 
98.4 
98.7 
99.4 
99.S 
98.6 
99.4 
98.8 
98.8 
98.4 
98.9 
98.9 
99.2 

PARAMETROS ESTADISTICOS 

EXPERIMENTALES TEORICOS 

n IS 

ordenada al 
origen 0.14 

pendiente 0.988 

coeficiente 
de 

41 

correlación 0.9996 t. C0.975), 13 = + 2.1604 

coeficiente 
de variación = 0.5 " 

t. <ordenada 
al origen) = 0.1743 t C0.025>, 13 = - 2.1604 

t (pendiente>= -1.51 

INTERVALO DE CONFIANZA PARA LA ORDENADA AL ORIGEN 
-1.596 < 0.14 < 1.876 

INTERVALO DE CONFIANZA PARA LA PENDIENTE 
0.971 < 0.988 < 1.005 



lt9 adicionados 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

EXACTITUD DEL llETODO 

119 recuPerados 

99.5 

101.2 

101.7 

101.9 

99.9 

100. I 

TABLA No 4 

EXACTITUD DEL llETODO 

S de recobro 

99.5 

101.2 

101.7 

101.9 

99.9 

100.1 

PARAllETROS ESTADISTICOS 

EXPERlllENTALES TEORICOS 

n = 6 

42 

X "' 100.7 

6' = 0.924 

s = 1.012 

t = 1.69 

cv = 1.0 

t (0.975) = + 2.575 

t (0.025) = - 2.575 

INTERVALO DE CONFIANZA 

99.6 < 100.7 < 101.8 

:--------------------------------------------~-------------: 



DIA 1 

REPRODIJCIBILIDAD DEL METODO 

ANALISTA 1 
C% de recobro) 

98.5 
98.6 
98.6 

ANALISTA 2 
(% de recobro) 

98.6 
98.6 
98.6 

43 

------------------------------:-----------------------

DIA 2 
99.2 
98.4 
99.0 

99.4 
98.0 
99.0 

--~---------------------------:-----------------------

TABLA No 5 

REPRODUCIBILIDAD DEL METODO 

TABLA DE ANOVA 
------------------------------------------------------------------: FUENTE DE :GRADOS DE: SUMA DE : MEDIA DE : F : F : 

ERROR :LIBERTAD : CUADRADOS: CUADRADOS: CCALCULADAl:CTEORICA>: 
-----------:---------:----------:~---------:------------:---------: 

ANALISTA ¡ 
(columnas): 

0.1)1 
. . . . 
: 0.01 0.007 : 161.4 . . . . . . . . 

-----------: ---------: ---------- :----------: ------------: ------=~-.'.":' : __ 
DIA 

(filas) 

ANAL!STA­
DIA 

interacc i•!in 

ERROR EX-
PERIMENTAL 8 

0.19 



mg adicionados 
de 

<acetaMinofén) 

120 

110 

100 

90 

80 

GRAFICA No 1 

LINEARIDAD DEL SISTEllA 

44 

y = 0.9-49 CX> + 5.13 

• = 0.9-49 

b = 5.13 

r = 0.997 

-------95--------90---------¡i)Q---------¡¡5---------¡25--

1119 recuperados 
de 

<acetanli nof én>" 



1119 adicionados 
de 

<acet.a•inofén) 

120 

110 

100 

90 

80 

GRAFICA No 2 

LINEARIDAO DEL 11ETOOO 

45 

y= 0.988 <X> + 0.14 

• = 0.988 

b =o.u 
r = 0.999 

-------00--------90--~-----¡¡;¡¡---------¡¡5---------120--

1119 recuperados 
de 

Cacetamlnofén> 
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CROl1ATOGRAl1AS DE ESPECIFICIDAD 

1 . CLOROFORMO 

.... 

-~ 

Tr IF IF Solven~e (Cloroformo). 

COLUMNA: OV-17 al 3% en Chromo 
sorb IJHP rnalla 100/120 

o 
TEMPERATURA DETECTOR: 300 C 

o 
TEMPERATURA INYECTOR: 300 C 

o 
TEMPERATURA COLUMNA : 280 C 

VOLUMEN DE INYECCION: 1 ul 

ATENUACION 

DETECTOR 

FLUJO 

GAS : 

2 

IFO 

30 cc/min 

Helio 
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1 . CL(lr\(lf"(lF~'11) 
2. ACEH:MINüFEN 

Tr IF IF Solvente (Cloroformo>. 

COLUMlllA: OV-1 7 al 3% t!n C:h r 01,10 • 
sorb ~llif' walla 100/l:';•) 

o 
TE11F'ERA TI.IRA OETEC:TOR: 3(1(1 C 

'" TEMPERATURA INYECTOR: 30(1 C 
o 

TEMPERATURA COW11NA : WO C: 

VüLlll'1EN DE INYECCIOI~: ul 

ATENIJACION 2 

DETECTOR IFO 

FLUJO 30 cc/hiin 

GAS : Helio 

Tr 2.88 Ace\.i\niin•:of~n Area 96277 Areal: 100.0 



1 . tLC.RüFOF\l·iú 
2. ACETl\i·ll NüFEN 
3. f'AF:A-Ali 1 NO-Ffl'JjL 

COLU;'íNA: OV-17 al 31' en Chrorno• 
sorb ~'HP nial la 100/12(1 

o 
TE11f'ERATVRA DETECTOR: <:oo e: 

o 
TEMF·ERATIJRA INYECTOR: 300 C: 

o 
TEl1f'ERATIJRA COLIJ11NA : 2~:() C 

VúLl.INEN DE INYECCION: 1 ul 

ATEIW1~CION 

DETECTOR 

FLV.JO 

GAS : 

2 

!FO 

30 cc/111in 

Helio 

Tr IF IF ~:·olvente <Cloroforlolo). 

Tr 2.B9 Acet.a11linoft.n 

Tr 4.66 Para-Amino-Fenol 

Area 96277 Area % 42.536 

Area 132470 Area % 57.464 

Area Total = 228747 



~¡ 

"' li 
1 ~ 

. 
o 
~ •. 
"' J 

·~ • 1o; 

1_~ 
1 •• 

~ 

1 , C:LOROFüRl11) 
:! . HtF·llREZll 

COLllt1NA: OV-17 al 31: "'º C:hror,10-
sorb li.11iP lo\al 1 a 1IJo)/120 

o 
TEMf'ERATllRA DETECTOR: 300 C: 

o 
TEMF'Efil\Tl.IRA Hl\'ECT(•R: ~:(11) C: ., 
TEMF'ERATllRA C:OLIJMNA : 280 C 

VOLl.IMEN DE JNVECCION: ul 

ATENl.IACION 2 

DETECTCtR J FO 

FLl.IJO 

GAS : 

30 cc/rolin 

Ti- IF IF So:.Jv.,111 . ., CCJoroforr•o>. 

Tr 6.10$ Impureza <no det.erminad&). 



... 
Tr IF IF 

T1• 2.676 

T1• 4.146 

T1• S.929 

so 
pHdeOa2 con H SO 

2 4 

• 6 
a 60 c 

1. CU:iROFORMO 
2. ACETAIHMFEN 
3. F'ARA-AIH NO-FENOL 
4. ll':F'UREZA 

COLUMNA: OV-17 al 3~ en Chromo­
sorb llHP malla 100/120 

o 
TEMPERATURA DETECTOR: 300 C 

o 
TEMPERATllRA INYECTOR: 300 C 

o 
TEMPERATl.IRA COLUMNA : 281) C 

VOLl.Jt·1EN DE 1 NYECC ION: 1 u 1 

ATENUACION 

DETECTOR 

FLIJJO 

GAS : 

2 

IFD 

30 cc/min 

He! io 

Acet.ar1linoí~n Art":!a 5062'.34 Ai·ea ~ 80.t)ll) 

?a.ra-1-'r.l in•l-Fan•l l A rea 121.t.~S Are a ~ 19.201 

Ir,i;:·ure::a A rea 4987 A rea '.; 1). 788 

A rea T•Úal = 6.12709 



' 

~ 1 
Tr IF lf 

T1• 2,¿,•3:;; 

Ti' .1.17.i 

T1• S.%9 

SI 

PH di> 10 a 12 con tJaOH 
•O 

a 60 e 

. 
e -,, 
;¡ 
¿ 

l. CLúROFORl10 
2. AGETAl11NüFEN 
.'3. PARA-AMINO-FENOL 
4. IMPUREZA 

COLUMNA: OV-17 al 3% en Chrcm»­
sorb WHP malla 100/121) 

o 
TEMPERATURA DETECTOR: 300 C 

o 
TEMPERATURA INYECTOR: 300 C 

o 
TEMPERA TIJRA COLIJ~INA : 2SO C 

VOLUMEN DE ltlYECC ION: u 1 

ATENUAC ION 2 

DETECTOR IFD 

FLIJJI) 30 cc/r1iin 

Gi\S : Helio 

A1: -E! t.a11~ i n•:i ( ~" A rea 39536<) Ar,l.:i % s.s. 79:3 
Par.:i-f,r,iin•l-FCr.•.:> l Ar~a S.S9.SS Ar"a % 12.1-12 
l;.1pureza Are a 9517 A rea % 2.06.S 

tkaa Total = 4€1::.3:32 



CONDICIONES MAS DRASTICAS 

pH d.-. O a 2 con H SO 
2 4 

o 
a so e 

1 . CLGROFORl10 
2. ACETA.'1UIOFEN 
3. PARA-AM INO-FENOL 
4. IMPUREZA 

COLU11~JA: OV-17 al 3X en Chrcm»-
sorb WHP malla 100/120 

o 
TEMF'ERATllRA DETECTOR: 300 c 

o 
TEMPERATllRA INYECTOR: 300 e 
TEMr'ERA TI.IRA COLIJr·INA : 280 

,, 
e 

VOLIJi1EN DE HJYECCION: 1 ul 

ATENUACION 2 

DETECTOR IFO 

FLIJ.JO 30 ce/mio . 
~ GAS : H.-.lio 

Tr IF IF S1:ilvant.e (Clor•:>fo,~1no). 

Tr 2.6.S.i Acet ar1li 111:>( ~n A rea 419672 Are .. " 8.5.69.S 
T1• l. lo.t Par . .¡-f',:.¡ino-FanlJl A rea .S9897 Area % 1'2.2:3t 

Tr 5.:36$ Impureza Are!a IOl.S9 Area " 2.074 

'?·rea. fo La! = 489728 



CONDICIONES HAS ORASTICAS 

o 
pH de 10 a 12 con NaOH a 80 C 

1 • CLOROFORl10 
2. ACETAHINOFEN 
3. PARA-AlflNO-FEtlOL 
4 . UIPURf.'ZA 

COLUl'INA: OV-17 al 31 en Chromo­
sorb WHP aalla 100/120 

o 
TEl1PERATURA DETECTOR: 30•> C 

o 
TEl'IPERATURA INYECTOR: 31)0 C 

o 
TEl1PERATURA COl.Ul1NA : 280 C 

vot.UftEN DE INYECCION: 1 ul 

ATENl.IACION 

DETECTOR 

FLUJO 

GAS : 

2 

IFO 

30 cc/1un 

Helio 

Tr IF IF Solvente (CloroforMO). 

Tr 2.602 Acelaminof~n 

Tr 4.085 Para-Amino-Fenol 

Tr 5.879 Impureza 

Area 222863 Area 1 85.235 

Area 33096 Area 1 12.658 

A rea 5509 Area 1 2.107 

Area Total = 261468 
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11. ANALISIS DE RESULTADOS 

LINEARIDAD DEL SISTEMA 

Los resultados obtenidos se presentan en la graf ica No 1 y 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 Y el coeficiente de 

correlación igual a 0.9971, a su vez, realizando estadisticamente a 

trAves de la prueba "t" de Student., se observa que no existe signifi­

cancia estadist.ica por lo que se demuestra que el sistema es lineal. 

Con una pendiente igual a uno se evalua el grado de asociación 
o 

de la respuesta, la recta generada a un Angulo de 45 , desprende que 

las respuestas son proporcionales. Esto es si se adicionan 20 (119 en 

estas condiciones se recuperan aproxirnadament.e 20 mg, si se adíe ¡,,nan 

50 mg se recuperan 50 mg y asl sucesivamente. 

PRECISION DEL SISTEMA 

Para evaluar estadlsticamente la precisión del sistéma se conside­

raron los datos del porcentaje de recobro analizandolo por el parAmetro 
2 

de Xi , Tabla No 2. De acuerdo con los resultados, se aprecia que los 

datos obtenidos, se encuentran dentro de el critério de aceptación ob­

servAndose que no existe significancia estadistica por lo que se deMUes­

tra la precisión del sistélla. 
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LINEARIOAO DEL METüOO 

los resultados obtenidos se presentan en la gráfica No 2 y el 

analisis de los datos en la tabla No 3, obs.,rvando que la pf!ndiente 

es i90al a 0.988¡ la ordenada al origen de 0.14, y el coefüiente de 

correlation igual a 0.9996, a su vez realizando estadistícamente a 

traves de la pru<!ba "t" de Student, se observa que no exíst" signif i­

cancia estadlstica por lo que se demuestra que el método es lineal. 

EXACTITUD DEL HETOOO 

Para evalua1' estadísticamente la exactitud ®l ~todo se concide­

raron los datos a traves del porcentaje de recobro, analizandolos POr 

el para11etro de •t• de Student, Tabla No 4 Oe acuerdo a los resulta­

dos, se aprecia que los datos obtenidos se encuentran dentro de el cri­

terio de aceptacion, demostrando que el ml!todo es exacto, y que no 

existe signif icancia estadistica. 

REPROOOC!BlllDAD DEL METODO 

Para conocer la variabilidad de los datos se analizó por triplicado 

cada muestra con una misma concentración del 100~ por dos analistas en 

dife1·entes dlas y se llevo a cabo un anAlisis de varianza. De los re­

sultados obtenidos los cuales se Presentan en la tabla No S, siendo el 

valor de "F" calculada para todos los tratamientos ( analista, dla, 

analista-dla >. menor que el valor de "F" teórica a un nivel de signi­

ficancia de 0,05 , por lo cual comprobamos estadisticamente que el m~to­

do es reproducible. 



No de disol-
muest.ras vente 

3 CHCl 

3 

3 

6 

3 

3 

3 

3 

3 

CHCl 
3 

CHCl 
3 

CHCI 
3 

CHCI 
3 

CHCI 
3 

CHCI 
3 

CHCI 
3 
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ESPECIFICIDAD 

para : 
aceta- amino:pla­
minofen fenol:cebo 

o : o : 
2 semanas a 60 C: 3 meses a 80 c: 
H SO :NaOH H SO :NaOH 

: 2 4 : : 2 4 
-----:-----:---------:-------:--------:------: 
--- : --- : ----~-- : ----- : ------ : ---- ! : : : : : : 

_____ . _____ : _________ ;-------i--------;------i 
100% • • " - 1 •, • --- :- --- ':-·--"'."-"'."-_-:---·: ----- :-- "'.'"----- ·+ ,_._--"'."--: 

"'." __ ;... ___ ..• :·":"" ____ ••• ~.:.._7:-,-':"'.'.""':'.""- .: -:-------: __ ..;._;.. _____ : ~.-:---"".":: ~ - . 
• • • :;_: - ! ~·-: : '. 

-~~1_ ¡ ;;;1i k~~;2~E_ ¡~~1?iiii !f~~:;g~{~litit~;c U . 

--~::~-- ---~-~-~ .. _-.!'.._-.1_1 .• _0r __ !··:!_]_=.;.~.r; __ ~:_~_~_~_i_¡·:i,_~.~.;.~'-~_,.•_: .. ~'_ .•. i.i .•.. _:.-_-,: .. ~_ •. : .. ~-' ... r_-.:.:·1·•_-.!.'.:.:ll!~~~J' : · ·: . . . . ·~ , ,. ·:j~t~9}ff ' 

~=-:-~i~!i~~:1~~:~~¡···· 

45% 

lOOX 

IOOX 
: ·:·.-J·"'-·-,:~~-·:·.;,:;--~ :\ : 

-----: -----: __ ..; ___ ~--: -·-~"'."..:.~-: _, _ _:_"':":---: ~----~: 

lOOX l ------- l ----- l ------ ¡ & 
-----:-----:---------:------~:--------:------: 

& indica en la tabla lo que se llevo a cabo durante el desarr6llo 
experimenta!, donde el No de muestras es el nWlero de in~ecciones 
inyectadas al cromat6grafo. 
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12. CONCLUSIONES 

De los resultados obtenidos se desprende que se desarrollo un 

método cromatogr.Uico que CUlllPlio 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 <I00.7< 101.Sl, 

esPecifico para ser ut.ilizado como metodo indirecto de estabilidad asl 

como m~todo de rutina en pruebas de control de calidad. 

Dado que el método desarrollado también presenta caracteristicas de 

sencillez. rapidez y economia Cen comparaci~n con cromat.ografla de li­

quidas de al ta resolución), se prepone para que sea considerad•:> como un 

método alternativo en el an~lisis de acet...,inofen, su utilización depen­

der~ de la forma farmacéutica, recursos dispanibles y del tiempo que se 

disponga para llevarlo a cabo. 
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