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CAPITULO1

INTRODUCCION

Existen varios medicamentos con accion analgésica y antipirética, con
formulaciones que incluyen acetmninofén, el cual ¢s un principio activo cuyo efecto
analgésico se basa en que actia como depresor del sistema nervioso central,ademas
posec actividad antiténnica, ya que es un agente capaz de provocar una disminucion

en la temperatura corporal.

En este tipo de medicamentos el acetaminofén se encuentra tanto solo como
combinado con otros principios activos; las formas {armacedticas mas usuales son
tabletas, cipsulas, jarabe y solucion, las cuales se encucntran incluidas en el Cuadro

Basico de Medicamentos del Sector Salud.

Debido a que no existe un método de cuantificacién oficial para valorar
acetaminofén en el jarabe que también contiene cafelna, muleato de clorfeniramina y
clorhidrato de fenilpropasiolamina, se considera importante desarrollar y validar un

método analitico para cuantificar el acetaminofén,

El fundamento del método amalitico desarrollido para la valoracion de
acetaminofén en el jarabe analizado, se basa en las propiedades fisicoquimicas de
los principios activos y en sus coeficientes de distribucion, pues se efectuaron
procesos de extraceion liquido-liquido para lograr la separacion del acetaminofén,de
los demds componentes de la formulacion (cafeina, maleato de cloffeniramina y
clorhidrato de fenilpropanofamina.), usando solucion de hidroxido de sodio | Ny

cloroformo.
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Una vez realizadas las extracciones tenemos que en la fase orginica se
encuentran la cafeina, ¢l maleato de clorfeniramina y cl clothidrato de
fenilpropanolamina y en la fase acwosa alcalina permanece ¢l acetaminofén en forma

de acetaminofenolato de sodio.

MUESTRA

- \

Fase OQrpdnica Fase Acuosa.

*cafeina *acetaminofenolato de sadio
*maleato de clorfeniramina

*clorhidrato de fenilpropanolamina,

Posteriormente, la fase acuosa, se diluyd convenientemente coti una solucion
de hidroxido de sodio 0.01 N y se determinaron, las absorbancias de Ia solucion
obtenida y de una solucion de acetaminofenolato de sodio sustancia de referencia,
en igual medio de disolucion y concentracion similar a la de la solucion de la
muestra problema, en un espectrofotometro adecuado a una longitud de onda de
258 nm .

0
NH—&—CH,

@

O Na*
Acetatninofenolato de sodio

Se llevo acabo la validacion del método analitico propuesto para ascgurar su
confiabilidad.
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La validacidn de métodos analiticos verifica en forma documentada que la
metodologfa propuesta esté basada en principios cientificos adecuados y que cumpla
con los propositos pricticos de medicion para los cuales han sido optimizados.
Como consecuencia, la Validacion de wétodos analiticos permite asegurar la

aceptacion y utilidad de los resultados obtenidos en el laboratorio.

En el pais Ja Ley General de Salud, que regula las actividades de los
establecimientos que se dedican al proceso de fabricacion de medicamentos, asigna
un caracter legal a esta actividad, al establecer que los métodos analiticos de
materias primas y productos terminados, deben presentar evidencias documentadas
de validacion de procesos y métodos analiticos y el personal quimico del

establecimiento es responsable ante las autoridades sanitarias de csta actividad,

Los medicamentos siendo insumos para la salud, tienen que cumplir con las
normas especificadas en !a Farmacopea Nacional de los Estados Unidos Mexicanos,
Tales nonnas establecen las especificaciones sobre caracterisiticas de calidad
(identidad, pureza, concentracidn, potencia ¢ inocuidad), asi como los métodos de
prueba y andlisis que se tienen que aplicar para deferminar si el medicamento
cuniple 0 no con los requirimientos legales. Las caracterisiticas de calidad se
agrupan en fisicas, bioldgicas y quimicas, para estas dltimas se aplican los
denominados genéricamente como métodos analiticos, los que penmiten determinar
la concentracion yfo potencia cntre olras, del farmaco o de un contaminante
(sustancias  relacionadas, precursoresete.). Es  fundamental establecer la
confiabilidad de estos métodos, ya que es un elemento importante para constiuir fa
calidad del medicamento, “La Validacion™ es la actividad que nos permite cumplir

con esta finalidad.

El emplear métodos analiticos no confiables puede llevar cuando no procede,

a liberar un medicamento que potencialmente va a ser dosificad a un paciente; si cl
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resultado de la valoracion es menor que el valor real, se da lugar a una
subdosificacion por lo que en muchos casos no es posible alcanzar los niveles
terapéuticos y por lo tanto se presenta una accidn farmacoldgica deficiente; si por el
contrario, se encuentra un resultado mayor que el valor real se presentan efectos
colaterales no deseados, intoxicacion entre otros. Por lo tanto un buen producto es el
resultado de un buen proceso y ambos deben de ser probados y controlados para

ascgurar la calidad final,

Para realizar la Validacion del Método Analitico desarrollado, se evaluaron

los siguientes pardmetros;

En ¢l Sistema:

Linealidad y Repetibilidad.

En el Método:
Especificidad, Linealidad, Exactiud, Repetibilidad; Reproducibilidad

Estabilidad de Ia muestra analitica.
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1.1 Objetivos:

» Desarrollar un metddo analitico para determinar acetaminofén en un jarabe que
ademds contienc cafeina, maleato de clorfenitamina y clorhidratode

fenilpropanolamina.

¢ Efectuar la Validacion del método analitico desarvollado, evaluando los
pardmetros correspondicntes a: especificidad, lincalidad, precision (repetibilidad

y reproducibilidad) exactitud, y estabilidad de 1a muestra analitica.

» Comprobar que el mélodo de anilisis propuesto es especifico, preciso, exacto y

lineal.



CAPITULO NI

GENERALIDADES

2.1 Depresores del Sistema Nervioso Central, @

Se denominan Depresores del Sistema Nervioso Central o Depresores

Centrales, los firmacos que disminuyen la actividad de diversos centros netviosos.

Esta depresion puede manifestarse de distintas maneras segiin los centros afectados:

Este tipo de sustancias corresponden a dos grupos fundamentales que son:

2.1.1 Depresores Centrales de Accién no Especifica 0 no Selectivos ®

Estos disminuyen la funcidn de todos los centros nerviosos giero en sucesion
ordenada, de acuerdo con la Ley de Pardlisis Descendente de Jackson; de manera
que primero se afectan los centros corticales, luego los subcorticales, espinales y
finalmente los bulbares; estos finmacos siguen el principio de Fesguson. Pertenecen
a esta clasificacion los alcoholes alifaticos, anestésicos gencrales, ipnoticos y

sedantes.

[
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2.1.2 Depresores Centrales de Accidn Especifica 6 Selectivos @

Disminuyen la funcién de ciertos centros nerviosos, A diferencia de los no
especificos, éstos no siguen 1a ley de Jackson ni el principio de Ferguson; es decir
actuan por combinacién de receptores celulares; dentro de esta clasificacion, se
encuentran  los f{armacos anticonvulsivos, relajantes musculares  centrales,
antiparkingianos hipoanalgésicos; también se incluye en este prupo, el
acetaminofén, pues corresponde a los medicamentos que ademds de aliviar el dolor
tienen la propiedad de provocar el descenso de la temperatura corporal, llamados

antipiréticos analgésicos.

Como analgésico el acetaminofén suele ser efectivo sélo contra el dolor de
intensidad baja a moderada; sin embargo, carece de las acciones indeseadas de los
opidceos (analgésicos adictivos) sobre ¢l sistema nervioso central, incluyendo

depresidn respiratoria y el desanrollo de dependencia fisica.

Los farmacos de este tipo no cambian la percepeion de las modalidades
sensitivas, excepto el dolor posquirirgico crénico o el que surge a causa de la
inflamacién, que se controla muy bien; por lo contrario no suelen aliviar el dolor

que se origina en una viscera hueca.

Como antipirético, reduce la temperatura corporal en los estados febriles.
También existen otros analgésicos-antipiréticos que ademdis de poseer estas
propiedades, tienen aplicacion como agentes antiinflamatorios; el principal firmaco

de este tipo es el dcido acetilsalicilico.

El acetaminofén es una alternativa cfectiva de la aspirina como agente

analgésico y antipirético, no obstante a diferencia de la aspirina, su actividad
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antinflamatoria es débil.Una venltaja que ticne el acetaminofén sobre el dcido
acetilsalicilico como agente analgésico-antipirético es que es bien tolerado y carece

de las muchas acciones colaterales de la aspirina.
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2.2 Monografia del Acetaminofén,

a) Nombre Genérico.

Paracetamaol.

b) Nombres Quimicos. /%%

N-acetil-p-aminofenal
N-(4-hidroxifenil)acetamida
p-acetamidofenol
p-acetaminofenol
4’hidroxiacetilanilida

p-hidroxiacetanilida

¢) Férmula Desarrollada. %

NH~— C—CHj

OH

Acetaminofén
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d) Férmula Condensada. "

Cy HyNO

¢) Masa Molecular.™”

151.16

) Composicién Elemental, *”

Ceisen, Heoos, Noam O 2510

g) Descripeidn, 64419

Polvo cristalino blaunco ¢ inodoro, que posee un ligero sabor amargo.

h) Solubilidad. *'”

Facilmente soluble cn metanol y elanol, soluble en acetona, apua calicnte y

solucidn IN de NaOH, poco soluble en cloroformo.
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i) Identificacion. %"

A 10 ml. de una solucion (1:100) en agua de la muestra se le afiade una gota

de solucién reactivo de cloruro férrico, se desarrrolla una coloracion violeta,

J) Punto de Fusidn, #%%

Entre 168 °Cy 172°C

k) Residuo de la Ignicion.

No mis del 0.1%

yp @

A una concentracion de 100 mg/mL en agua libre de didéxido de carbono entre
51-65

m) Densidad, "%

de?- 1293
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n) Espectroscopia de absorcién ultravioleta. ™

El espectra de absorcion en la region ultravioleta, de una solucion en agua ,

exhibe un maximo a 242 nm y un minimo alrededor de 280 nm,

o) Valoracién, ®%”

Transferiv 120 mg de la muestra; a un matraz volumétrico de 500 ml,
disolverta en 10 mL de metanol, levar al aforo con agua y mezclar, Transferir una

alicuota de 5 mL a un matraz volumétrico de 100 mL y Hevar al aforo con agua,

Determinar la absorbancia de esta solucion y la de una solicion de referencia
con la misma concentracion y medio de disolucion, en un espectrofotometro

adecuado, a 244 nim, utilizando agua destitada como blanco de referencia.
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) Pardmetros Farmacacinéticos:

* Tiempo de vida media,

El tiempo de vida media en plasma es de 2.0 horas.

* Depuracidn,

La depuracion en ¢l plasma es de 5.0 mL/min/kg,

* Volumen de Distribucidn,

) volumen de distribucion es de 0.95 Likg.

* Unidn a proteinas .

La union a proteinas plasméticas es de 0 - 13%

* Excresion urinaria.

La excresion en ovina es de 3% aproximadamente.



p) Pardmetros Farmacocinéticos: a4

* Tienpo de vida media.

El tiempo de vida media en plasma ¢s de 2.0 horas.

* Depuracion,

La depuracion en el plasma es de 5.0 mL/min/kg.

* Volumien de Distribucién.

El volumen de distribucion es de 0.95 L/kg.

* Unidn a proteinas ,

La unién a proteinas plasmdticas es de 0 - 15%

* Excresion wrinaria,

La excresion en orina es de 3% aproximadamente.

Generalidades

13



2.2.1 Historia del Acetaminofén, @9

La acetanilida fué introducida en la medicina en 1886, con el nombre de
antifebrina, por Caln y Hepp quienes descubricron en forma accidental su accion
antipirética. Incluyeron acetanilida erroneanente a una mezcla vermiifuga que tenia
que contener naftaleno. El paciente ademas de la infestacion intestinal tenfa fiebre,
y la acetanilida causd una intensa depresion de la temperatura, por lo que se le
atribuyd usos como analgésico y antipirético. No obstante la acetanilida demostrd
una toxicidad excesiva, lo que llevd a la bisqueda de compuestos menos (oxicos
siendo asi que se probd el p-aminofenol, pero sin buenos resultados ya que la
toxicidad no disminuyd, después se probaron tiltiples derivados quimicos del p-
aminofenol siendo uno de los mis satisfactorios la fenacetina también llamada
acetofenetidina, la cual se introdujo en 1877 como antipirético pero mas tarde se le

involucrd en problemas de nefropatia,

En 1893 Von Mering uséd por primera vez en medicina el acetaminofén
(paracetamol; N-acetil-p-aminofenol) y fue lasta 1949 cuando su uso se hizo

popular.
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2.2.2 Propicdades Quimicas, @

El acetaminofén es un compuesto de origen sintélico, que deriva del p-
aminofenol , a su vez derivado de la anilina 6 fenilamina.Cabe mencionar que la
acetanilida y la fenacetina también son derivados de la anilina y que presentan

accidn como antipiréticos y analyésicos.

La actividad antipirética de los compuestos radica en su

estructura aminobenceno.

NI, NI,
— [5 = R ~~~<O> —N— C - - CHy
OH
Anilina p- aminofenol Acetanilida
R=0-CHy-CHy - - Fenacetina & Acetofenetidina
R =0H - -»  Acelaminofén
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La introduccion de otros radicales en el grupo hidroxilo del p-aminofenol y
en los grupos p-amino libres de la anilina reduce la toxicidad sin pérdida de la

accion antipirética.

Los mejores resultados se obtienen con los éteres alquil-fendlicos (p ¢j.

fenaceting) y con las amidas (p. ¢j. acetaminofén, fenacetina),

La anilina, de la gue derivan los farmacos que se cstan presentando ; posee
propiedades analgésicas y antipiréticas pero resulta demasiado toxica para su uso
clinico. A diferencia de ésta el p-aminofenol derivado de fa anilina es menos tdxico,

sin embargo no lo suficiente como para poder darle uso clinico.

Al reetplazar un hidrégeno del grupo amino de la anilina por un radical
acetilo se da origen a la acetanilida, disminuyendo su toxicidad, pero aun asi el
compuesto resulta bastante toxico, por lo que su uso ha sido abandonado. Se busco
entonces efectuar sustituciones en la molécula del p-aminofenol para’ disminuir su
toxicidad legando asi al paracetamol o acetaminofén; el cual es un derivado
acetilado como la acetanilida y a la fenaceting; siendo estos derivados del p-
aminofenol potentes analpésicos y antipirélicos pero con pocas propiedades

antiinflamatorias.
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2.2.3 Farmacocinética, 9

El acetaminofén se absorbe con rapidez y casi por completo en el tracto
gastrointestinal; 1a concentracién plasmatica se alcanza en un lapso maximo de 30-
60 mimttos, y su tiempo de vida media plasmatica es de 2 a 3 horas después de
dosis terapéuticas; ésta puede aumentar al doble o mas y Hegar a cantidades (oxicas,

en presencia de trastornos hepaticos.

La distribucién del acetaminofén es bastante wniforme en la mayoria de los
liquidos organicos, es metabolizado por enzimas microsomales hepaticas;. su mion
a proteinas es variable; solo in 20 a un 50 % puede unirse en concentraciones

encontradas durante la intoxicacion aguda.

Después de dosis terapedticas, puede recuperarse un 90 a 100% del firmaco
en orina, principalmente en el primer dia después de la conjugacion hepdtica con
acido glucurénico ( cerca del 60 %), dcido sulfirico (aprox. 35 %), o cisteina (cerca
del 3%); también se detectan pequefias cantidades de metabolitos hidroxilados y
desacctilados.Los nifios tienen menor capacidad que los adultos para la

glucuronidacion del farmaco.

Una pequeiia proporeion de acetaminofén sufre  N- hidroxilacion mediada
por el citocromo P 450, para formar N-acetil-bénzoquinoneimina, un intermediario
de alta reactividad.

En founa nommal, este metabolito reacciona con los grupos sulfhidrilo en el
glutation sin embargo, después de grandes dosis de acetaminofén , el metabolito se
forma en cantidades suficientes comw para agotar el glutation hepético; en estas
circunstaneias, aumenta la reaccion con los grupos sulfhidrilo en las proteinas

hepiticas dando lugar a una necrosis epatica,
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i i ]
P450
SN \0\ ﬂ\ ~CcH
N CH, N7 T’ s
Monoxi 1
.
onoxigenasa O . “ I
OH OH 0
o .
" " Glutation
H .C ariltransferasa
SN N,
Via de glutacion
X

OH
Deposito tisular

Figura No. |

En la figura No. | se muestra como el acetaminofén, puede ser convertido en
un intermediario reactiva del tipa quinona que se transforma rapidamente en
mercapturato cuando la concentracion del ghutation no es limitante. La via principal
del metabolito del acetaminofén lleva a un o-glucurdnido, (donde X representa un

sitio tisular de reaceion covalente).




Generalidades 19

2.2.4 Farmacodinamia, %9

El acetaminofén, como ya se menciond, posee propiedades analgésicas y
antipirética; en el primer caso aliviando dolores especialmente somdticos, dolores
traumaticos, procesos reumdticos; y en el sepundo, provocando un descenso de la

temperatura en animales y humanos con reacciones febriles,

Con respecto a las dosis; los estudios revelaron que el acetaminofén es algo

menos potente que la aspirina como analgésico pero mis potente como amtipirético.
De origen central y especialmente periférico para la accidn analgésica, y
central para la antipirdtica
a) En Sistema Nervioso Central,
El acetaminofén produce una ligera accion sedante. En animales de
experimentacion a dosis elevadas causa fendmenos de estimulacién central en forma
de convulsiones; en el hombre muy rara vez se observan estos fenémenos.

b) En Sistema Cardiovascular,

Solamente causa una disminucion de la frecuencia cavdiaca cuando

disminuye I temperatura en los individuos con reacciones febriles.
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¢) En Tracto Digestivo,

En dosis elevadas el acetaminofén ¢s capaz de producir vomito y niuseas;
con dosis conumnes no se observan trastornos digestivos, ni lesiones gastricas como

tampoco sangre oculta en heces.

d) En Higado.

Dosis clevadas producen una intoxicacidn aguda, la cual es capaz de
provocar necrosis hepdtica, centrolobulillar que se manifiesta por ictericia,

encefalopatia hepatica que puede conducir a Ia muerte en un 20% de los casos.

El mecanismo de hepatotoxicidad ha sido dilucidado y se acepta que no se
debe divectamente al farmaco, sino a un metabolito llamado hidroxilamina que se
forma debido a una oxidasa, el citocromo I 450, que se une en forma covalente con
las protefnas del higado provocando ast la necrosis hepitica,

Dicho metabolito puede ser destoxicado por el glutatién que actda como
protector lLiepatico; cuando éste ha disminuido en ¢l organismo en un 70 %, ¢l

metabolito del acetaminofén provaca la necrosis hepatica.

¢) En Rifion.

El dafio a este drgano se puede producir por una intoxicacion aguda
provocando nna neerosis wbular aguda, que parece obedecer el misino mecanismo

de 1a necrosis hepitica.
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2.2.5 Via de administracién @
Oral.

2.2,6 Dosis, @

500 myg; 3 veces por dia

2.2.7 Formas Farmacéuticas Dosificadas, ©

Capsulas que contienen 300 mg y 500 mg,

Gotas de 100 mg y de 120 mg por mililitro.

¢ Elixir que conticne 120 mg, 160 mg y 325 my por cada-SmL.

Jarabe que contiene 120 myg por cada 5 mL.

Tabletas que contienen 300 my, 325 mg, S00 mg y 600 mg

2.2.8 Contraindicaciones, ®®

Hipersensibilidad a los componentes de la formula, Hipertension arterial,
cardiopatias; pacicntes con glaucoma, asma, hipertrofia prostdtica, padecimientos

renales ¢ hipettiroideos,
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2.2.9 Indicaciones Terapenticas, @29

El acetaminofén se utiliza como analgésico y antipicético siendo eficaz en
una amplia variedad de estados como cefalea, dismenorrea, mialgias y neuralgias

entre otros.

El acetaminofén es un equivalente a la aspirina como analgésico y
antipirético pero difiere de ésta por su carencia de propiedades antinflamatorias, por
lo que es una terapeiitica inadecuada para padecimientos inflamatorios como la
artritis reumatoide, aunque puede ser utilizado como auxiliar analgésico de la

terapetica antinflamatoria.

Esta indicado también en enfermos con alergia a la aspirina o cuando existe
poca tolerancia a los salicilatos; tiene ventajas sobre la aspirina en el manejo de
enfermos con hemofilia o con antecedentes de ilcera péptica y en quienes la

aspitina puede precipitar broncoespasmos.

El acetaminofén se diferencia de la aspirina en que no metaboliza fos efectos
de los uricostiricos; aunque se ha indicado que las dosis elevadas potencian a los
anticoagulantes; mientras que las dosis pequeiias no influyen sobre el tiempo de la

protombina,

No produce metahemoglobinemia, ni anemia a los granulocitos, a diferencia

de lo que sucede con el uso profongado de la acétanilida y {enacetina.

El acetaminofén, antipirético y analgésico;se presenta en combinacién con
cafeina, de accion analgésica, maleata de clorfeniramina como anfihistaminico y

clorhidrato de fenilipropanolamina como descongestivo del tracto respiralotio.
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2.2.10 Efcctos Colaterales, @9

El acetaminofén en dosis terapeiiticas puede Hegar a producir un pequefio
aumento de las enzimas hepaticas, en ausencia de ictericia; este efecto puede ser
revertido mediante la suspension del medicamento. Con dosis mayores se observan

mareo, excitacion y desorientacion,

En ocasiones produce crupcién cutinea y otras reacciones aléigicas.La
erupeidn suele ser eritematosa o urticaria, pero a veces s Inds grave y puede estar

acompaiiada por ficbre medicantosa y lesiones mucoliticas.

Los pacientes que muestran hipersensibilidad a los salicilatos, sélo rara vez

exhiben sensibilidad al acetaminofén y farmacos relacionados.

El efecto adverso mas grave de la sobredosis aguda de acetaminofén es una
necrosis  hepdtica dosis  dependiente; potencialmente fatal. También puede
presentarse necrosis renal y coma hipoglucémico. Los sintomas tempranos de una

lesién hepitica incluyen nduscas, vomitos diarrea y dolor abdominal.
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2.3 VALIDACION DE METODOS ANALITICQS (14213141516

El término “Validacion” se refiere a la evidencia documentada que provee un
alto grado de seguridad de que un proceso especifico producird de mancra

consistente un producto que cumple con determinadas especificaciones y atributos
de calidad.

El término se ha aplicado en:

+ Validacion de procesos de manufactura,

s Validacion de métodos de prueba.

¢ Validacion de certificados de proveedores.
& Validacion de sistemas de computacion.

¢ Validacion de sistemas criicos

« Validacion de métodos analiticos.

¢ Todo aquello que de una manera u otra participa en la elaboracion de un

producto.

Es importante hacer notar que la Validacion de métodos analitcos es séfo una
parte de un programa de validacion, como se meuciono anterionmente, sin embargo,
antes que se mianejara la validacién conio un sistema total e integrado en cualquier
empresa farmacéutica, ya se realizaba la validacion de Ia metodologia empleada en
el analisis rutinario de las formas farmacéuticas elaboradas, La validacion de la
metodologia es de suma importancia porque nos permite conocer sobre qué margen
de error estamos trabajando y controlar dicho error; para asegurar la calidad {inal

del producto.



Para cada una de las categorias, los requisitos de validacion necesarios son

diferentes. La siguiente Tabla muestra dichas vasiables,

CATEGORIA
1 T | ur
Cuantitative Prueba de Limite |
Precision S1 SI TNO S1
Exactitud S SI * *
Limite de NO NO T ¥
Deteccion
Limite de NO St T NO T
Cuantificacion
Especificidad SI st s L
" Intervalo Si s I
™ Linearidad 3 Si NO i
Tolerancia S SI T Si SI

* Puede o no requerise, dependiendo de la naturaleza del andlisis particular.

Como ya se menciono todo proceso de validacién debe documentarsc; lo cual

permite llevar a cabo posteriormente cada uno de los pasos de una validacion. La

documentacion debe constar conto minimo de:

* Los pardinetros de validacion.

* La denominacidn de los lofes.

*+ La calidad de sustancias de comparacion.

* Los instrumentos utilizados.

*+ Los espectrogramas, cromatogramas, curvas de registro, ete.

* Los resultados y cilculos.



Generalidades 25

Existe un avance importante como base regulatoria en {a USP XXHi y en fa
Ley General de Salud, esta ultima menciona que el control aplicado a cualquicr
preparado farmacéutico debe de comproburse y validar cualquier téenica empleada
para este fin. Con estd regulacion, las autoridades sanitrias y del sector salud

exigen la validacion de métodos analiticos.

Se tiente como definicion de Validacion de Métodos Analiticos:

*Proceso por el cual queda establecido por estudios de aberntorio, gue la
capacidad del método satisface los requisitos para las aplicaciones analiticas

deseadas.”

El tipo de informacion que se sequiere para la validacion de un método
analitico dado, dependerd de la naturaleza de dicho método, por lo que los

procedimientos de ensayo mas comunes se han clasificado en

Categoria I : Métodos analiticos para la cuantificacion de farmacos y de los
principios activos (incluyendo preservativos) en  productos  farmacéuticos

terminados.

Categoria 11 : Métodos analiticos para la determtinacion de impurezas en fannacos o
productos de degradacion en el producto farmacéutico terminado, incluyendo

ensayos cuantitativos y pruebas limites.

Categoria 111 : Métodos analiticos para la determinacion de las caracterfsitcas de

comportamiento del producto (p.¢j. disolucién o liberacion de fanmacos).
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Los factores que influyen en la Validacion de Métodos Analiticos, son

varios, algunos de cllos son:

3

*

L.
2.

1

Personal.

Equipo.

Renctivos.

Material

Instalaciones.

Calculos.

Sustancias de referencia,

Documentacion.

La validacion incluye dos etapas:

Sistema: se trabaja con sustancias de referencia.

Método: se trabaja con los excipientes y con sustancias de referencia.

- Sistema:

Lincalidad.
Precision (Repelibilidad)

2.- Método:

Especificidad.

Linealidad.

Exactitud.

Precision (Repetibilidad y Reproducibilidad)

Estabilidad de la muestra analitica.
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Especificidad.

Definicidn,
Es la capacidad de un método analitico para obtener una respucsta debida

finicamnle a la sustancia de interés y no a otros componenentes de Ia muestia.

Este parametro se puede evaluar de dos formas, una de ellas se realiza para
métodos indicadores de control de calidad y l1a otra para métodos indicadores de
estabilidad (en ésta se incluyen métodos para anilisis de farmacos en fluidos
bioldpicos); la aplicacion de una o de otra forma va depender del objetivo ¢l
método. En nuestro caso por ser un método de conlrol de calidad se procedera de la

siguiente forma:

Determinacion.
Para el método propuesto;se analizan placebos del producto que contengan
todos los coutponentes de las formulaciones excepto el principio activo que se

analiza.

Criterio de Aceptacion,
Determinar que el método desarrollado es capaz de separar la sustancia de

interés de cualquicr interferencia presente,
Linealidad *,
Definicidn.

La linealidad de un sistema o método analitico es la capacidad para asegurar

que los resultados analiticos , los cuales pueden ser oblenidos directamente o por
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medio de una transformacién matemdtica bien definida, son proporcionales a la

concentracion de Ia sustancia dentro de un intervalo,

Determinacidn,
Se realiza construyendo una curva de calibracion (concentracion vs respuesta
medida), utilizando cuando menos cinco concentraciones diferentes, y haciendo el

analisis cuando menos por duplicado, para cada concentracion.

Cuando sc realiza 1a lincalidad de un sistema se utiliza solamente Iz sustancia
de referencia, y cuando se frata del método se utiliza el material que se esté
analizando.

Il intervalo entre las concentraciones a analizar, va a depender del proposito
del método, para control de calidad y de seguimiento de la estabilidad de un
farmaco de una forma farmacéutica, debera estar incluida fa concentracién de 100

%. Se recomienda una separacion de concentraciones de un 20 % - 25 %.

La lincalidad sc expresa generalmente en (érminos de varianza alrededor de
fa pendiente de la recta ajustada, es decir de la linea de regresion, calculada apartir
de una relacion matemdtica con los resullados del andlisis de mmestras en
concentraciones variables y conocidas de fa sustancia.

La relacion matemdtica de la ecuacidn de larecta es la siguiente:

y=mx+b
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Donde:
y= respuesta medida
m=pendiente de la recta
x= concentracion

b= ordenada al origen

Calcular:
e La pendiente de la recta (m).

» La ordenada al origen (b).

Para conocer si los valores de Ja pendiente (m) y la ordenada al origen (h)
que se obtienen experimentalmente, son estadisticunente diferentes a los valores
tedricos, se reatizan prucbas de t, y se establecen los limites de confianza tanto para

(i) como para (b).

o Coeficiente de correlacidn (1)

e Coeficiente de determinacion (%)

El coeficiente de determinacion de la relacion lineal simple debe ser mayor o
igual a 098 y/o la falta de ajuste a la relacion lincal simple no debe ser
csiadisiticamente significativa;. ésto es, los datos de la curva de calibracion se
sujetan a un andlisis de varianza en donde fos pardmetros de ¢valuacion son las F

resultantes de la distribucion y tratamientos de datos.



Generalidades 31

Criterio de Aceptacidn,

*La pendiente (m) de la linea de represion debe ser estadisticamente ignal a
1.
Si {teat] < tub (n2,0975) Y los limites de confianza incluyen al 1, entonces se acepta Ho
y se concluye que el valor de la pendiente que se obtiene en forma experimental, no
es sipnificativamente diferente de 1.

*La ordenada al origen (b) de la linea de yepresion debe ser estadisticamente
igual a cero.
S Jtew] < tub (n2,0975) ¥ los limites de confianza incluyen al 0, entonces , se acepta
Ho y se concluye que el valor de la pendiente que se obtienc en forma experimental,
no es significativamente diferente de 0.

*El coeficiente de correlacion (r) debe ser mayor o igual a 0.99

*El coeficiente de determinacion (r2) debe ser mayor o igual a 0.98
Si Fregresion 2 Fregeesion ub (gleglecoon, €nfonces existe una relacion altamente

significativa entre la cantidad adicionada y la propiedad medida.

Si Fratta de sjuste 2 Fratia de ajuste tab (g 1r.g Ler0.01), €Ntonces existe falta de ajuste a la relacion

lineal simple, cantidad adicionda, propiedad medida.

Precision,

Definicidn,

La precision de un método analitico es ¢l grado de concordancia entre los
resultados analiticos individuales, cuando el procedimiento se aplica repetidamente
a diferentes muestreos de una muestra homogénea de nn producto, de una materia o
de un especimen en general. Usualmente se expresa en témminos de desviacion

estandar o del coeficiente de variacion.
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La precision es una medida del grado de reproducibilidad y/o repetibilidad

del método anallitico bajo condiciones normales de operacién.

La precision se evalita como:

Repetibilidad *,

Definicion,
Se evalia como la concordancia obtenida entre determinaciones
independientes de una misma preparacién, realizada bajo las mismas codiciones

experimentales.

Determinacion.
El andlisis se realiza por sextuplicado de una misma preparacion (sustancia
de referencia en sistema y material que se esta analizando cn el método),

cotrespondiente al 100%.
Se realiza ¢l caleulo del coeficiente de variacion (C.V).
Criterio de Aceptacidn. (Mitodos espectrofotométricos)

El cocficiente de variacion debe ser menor o igual a 1.5% para el sistema y

debe ser menor o igual de 3.0% para el método.
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Reproducibitidad *,

Defiuicion.

Se evaltia como la concordancia entre deterninaciones independientes de una
muesira homopénea det material que se esté analizando bajo diferentes condiciones,
pues s¢ introducen factores de variacion, respecto a dias, analistas, equipos; por lo
cual, se realizan estas determinaciones en difentes dias y con diferentes analistas y/o

equipos.

Determinacidn.

Se realiza para el método, determinando en forma independiente y por
triplicado por cada analista y en cada dia, empleando una muestra homogénea, del
matetial que se analiza, utilizando sustancia de referencia de la misma natwraleza

del ingrediente activo de 1a muestra,

Los andlisis se realizan en diferentes dias y por dos analistas; ¢l placebo se

carga al 100%,

Los resultados obtenidos se sujetan a un disciio factorial de dos factores o
dos niveles y a un tratamiento estadistico de andlisis de varianza, para obtener el
cocficiente de variacion; donde se gencran las F correspondicntes a las dos fuentes

de variacion analitica, dias y analistas.
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Criterio de Aceptacién.
En la reproducibilidad, el parametro que se emplea es el coeficiente de
variacion, que debe corresponder al fijado de acuerdo con el tipo de métode que se

aplica.

METODO “\.’.

B Cromatogrifico £2%
Quimicos y Espectrofotdmetricos T <%
Microbioldgicos T <%

En este caso, ¢l mélodo es espectrofotémetrico, por fo que ¢l cocficiente de

variacidn debe ser £3.0%

Si Fanetista < Fanstista (30.0.5.14;005) El método analitico es reproducible por los analistas.
Si Funatista + die < Fanafista * dia (gla.gld:005)El método analitico no presenta interaccion

analista dfa.

Si Fain < Fain (g 10.514:008) El método analitico es reproducible en distintos dias por el

mismo analista,

Exactitud al 100% *,

Definicion .

La exactitud de un método analitico se define como la concordancia entre cl
valor promedio ablenido experimentalmente y el valor de referencia, Se expresa
como el porciento de recobro obtenido del andlisis de mucstras a las que se les han

adicionado cantidades conocidas de la sustancia.
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Determinacidn,

El analisis se realiza por sextuplicado, de una muestra correspondiente a una
concentracion conocida de la sustancia que se analiza o de la sustancia que se
analiza adicionada al placebo, simulando las condiciones de la mwuestra. La
concentracidn resultante de cstas preparaciones debe ser al 100%. Las muestras
deben prepararse de manera independiente 'y cuantificarse utilizando una

preparacion de la sustancia de referencia.

La exactitud se evalia considerando el porciento de recobro por medio del
modelo estadistico t de Student y el cdlculo para el intervalo de confianza para la
media y/o a través del cilculo del coeficiente de variacidn para el porciento de

recobro.

Criterio de Aceptacion.
Si |tea < tub 20975 ¥ Jos limites de confianza incluyen al 100%, entonces sc acepta
Ho y se concluye que ¢l valor de la media que se obtiene en forma experintental , no

es significativamente diferente de [00%.

El valor del cocficiente de variacion para el porciento de recobro, debe ser £ 3.0%,

para técnicas espectrofotdmetricas.

Estabilidad de la Muestra Analitica,
En ocasiones se preparan muestras las cuales no son analizadas

inmediatamente por diferentes razones:
o Falta de suministro eléctrico
» Descompostura del equipo

+ Finalizacion de Ia jornada del trabajo; etc.
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Definicidn.

Por medio de cste andlisis se pretende conocer las condiciones en las cuales
la uestra en proceso de anélisis, mantiene conslante su propiedad medible en un
lapso determinado. Estc proporciona una mayor confiabilidad en los resultados,

pues se comprueba que no preseuta degradacion, antes de medir su respuesta para

ser cuantificada,

Determinacion.

Se realiza de la siguiente forma : las soluciones analizadas previamente, se
almacenin en diferentes condiciones, por ejemplo, en refrigeracion, en la oscuridad,
y cn presencia de luz blanca.

Posteriormentte se vuelven a analizar en determinados tiempos que se
establezcan. Los resultados obtenidos se tabulan con base en el formato mostrado en
el apéndice.

Criterio de Aceptacidn.
La media del factor I para cada condicion/tiempo se debe encontrar entre los

valores de 97.0% - 103.0%

* Los cdlculos involucrados en cada uno de los pirametros se presentan en el

apéndice 1.



CAPITULO 11T

PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Desarrollo del método analitico.

El método analitico para la cuantificacién de Acetaminofén,se desarrolld en un

jarabe que presenta Ia siguiente formulacion,

ACCHIMINOTEN ....ovvererriescr e 2000 g,
Maleato de clorfeniraming ..... ... coeeeeeeen. . 80mg.
Clorhidrato de fenilpropanolamina .............. 100 mg.
Cafeind ...coovrrecrrirec s s 250 mg,
VelHEUO oot enicceens e cbp 100 mL.

* El fundamento del método se describid en el capitulo 1,

3.1.1 Reactivos.

Solucion de Hidroxido de sodio 1 N aprox.

¢ Solucidn de Hidréxido de sodio 0.01 N aprax.
+ Cloroformo R.A.

Etanol R.A.

37
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3.1.2 Preparacidn de la Solucién de Ia Sustancia de Referencia,

Transferir alrededor de 30 mg de acetaminofén, suslancia de referencia,
exactamente pesados, a un matraz volumétrico de 100 mL; adicionar aproximadamente
70 mL de solucion de hidroxido de sodio 0.01 N, agitar hasta disolucién, levar al aforo

con el mismo disolvente y agitar,

Transferir una alicuota de 2 mib. de la solucién anterior, a un matraz volumétrico

de 100 mL, llevar al volumen con solucidn de hidroxido de sodio  0.01 Ny agitar.

3.1.3 Preparacion de la solucién de In muestra problema,

Transferir una alicuota de 3 mL del jarabe a un embudo de separacion de 250
ml, adicionar 27 mL. de agua destilada y 2 mL de solucién de NaOH IN, mezclar el
contenido del embudo y extraer con tres porciones sucesivas de 15 ml. de cloroformo.

Desechar los extractos cloroformicos y transferir la fase acuosa a un matraz

volumétrico de 100 mL, levar al aforo con agua destilada y mezclar.

Transferiv una alicuota de 1 mL de la solucion obtenida, 2 un malaz

volumétrico de 100 mL; Uevar al aforo con solucién de NaOH 0.01 N y agitar.



Parte Experimental 39

3.1.4 Procedimiento.

Determinar las absorbancias de la Solucién de la Sustancia de Referencia y de la
Solucion de la Muestra Problema en un espectrofotonietro adecuado, a 258 nm,
utilizando solucidn de hidréxido de sodio 0.01 N como blanco de referencia.

3.1.5 Cilculos.

La cantidad de acetaminofén expresada en miligramos, contenida en 100 mL de

jarabe, se calenla aplicando la siguiente formula:

myg de acetaminofén/100 mL.. ~ Ap/Aref x C x FD x 100
M

Donde:

Ap = Absorbancia de Ja solucion de la muestra problema.

Aref = Absorbancia de la solucidn de la sustancia de referencia.

C = Concentracidn de la solucion final de la sustancia de referencia, expresada
enmg/mL,

FD = Factor de dilucion de la mnestra.

M = Volumen (mL), de muestra utilizada en el analisis.

Nota: Para facilitar el manejo de los resultados s expresan en pg/mL.
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3.2 Validacién del Método Analitico.

Para llevar a cabo Ia validacion del método analitico se evaluaron los siguientes

pardmetros;

3.2.1 Especificidad.
Se efectud un bamido espectrofotométrico & un intervalo de Jongitudes de onda

entre 300 y 220 nm de las siguientes soluciones:
o Solucion de la Sustancia de Referencia.
¢ Solucion de la Muestra Problemna,

¢ Solucidn del Placebo.

3,2.2 Lincalidad del Sistema,

Se prepararén cinco soluciones de acctaminofén, Sustancia Referencia, con
diferentes concentraciones ( 80, 90, 100, 110, 120 %) de la cantidad de acetaminofén
expresuda en el marbete del jarabe a analizar, Cada wna de las concentraciones

anteriores se analizaron por duplicado.

3.2.3 Repetibilidad det Sistema,
[ste parametro se evalud analizando seis muestras diferentes de soluciones con
acetaminofén, Sustancia de Referencia preparadas con una  concentracion

correspondiente al 100% de la cantidad expresada en el marbete del jarabe a analizar.
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3.2.4 Linealidad del Método.
Se determind con muestras de placebos adicionados con acetaminofén, Sustancia
de Referencia, con diferentes concentraciones cotvespondientes al 80, 100, 120 % de la

cantidad expresada en el marbete del jarabe; cada placebo se analizé por triplicado.

3.2.5 Exactitud del Método.

Se analizaron seis mwuestras  diferentes de placebos adicionados con
acelaminofén, sustancia de referencia; en una concentracién del 100 % de la cantidad
expresada en el marbete del producto. Se compararon los porcentajes de la cantidad

encontrada con los porcentajes adicionados de dicha sustancia de referencia.

3.2.6 Repetibilidad del Método,
Se lleva a cabo analizando seis muestras diferentes de un placebo al que se le
adiciono acetaminofén sustancia de referencia, en una concentracion del 100 % de la

cantidad expresada en el marbete

3.2.7 Reproducibilidad del Método.
La realizaron dos analistas, valorande por triplicado, en dias diferentes,
muestras de un placebo al que se le adiciond acetaminofén sustancia de referencia, en

una concentracion del 100 % de la cantidad expresada en el marbete.
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3.2.8 Estabilidad de la Muestra Analitica,
Para evaluar este pardmetro, se analizaron tres muestras de placebos a los que se
les adiciond acetaninofén, sustancia de referencia, en una coucentracion del 100 % de

la cantidad expresada en el marbete.

En cada caso, se llevo a cabo cl procedimicnto para oblener la “solucion de la
nestra problema”; las soluciones preparadas, se mantuvieron durante 3, 6 y 24 horas,
en las condiciones que a contintacion se indica:

Luz Blanea.
Oscuridad,

Refrigeracidn,

Se determinaron las absosbancias, siguiendo los lincamientos del
“pracedintiento” con el objeto de cuantificar el acetaminofén, en la solucién recién
preparada y después de 3, 6 y 24 horas de mantencr las muestras en las condiciones

seiialadas.



CAPITULO IV

RESULTADOS

4.1 Especificidad,

Ln la Tabla No. ! se presentan los resultados de Jas muestras analizadas, para

evaluar este pardmetro.

Tabla No. 1

MUESTRA Al C A, C L.
ANALIZADA =258 nnt (pg/mL) (pg/mL)
Acetaminofén 0.430 6.05 6.05

Sust. Referencia. L _
Muestra Problema 0.422 6.03 5.94
(jarabe) o ]
Placebo 0.000 o L
Blanco 0000 | - j; T
Donde:

C. A, = Concentracion Adicionada de Acetaminofén,

C.E. Concentracion Encontrada de Acetaminofén.

A continuacion se presentan los espectros de absorcidn correspondientes a:
» Acetaminofén (sustancia de referencia). Figura No. 1
¢ Muestra problema. Figura No. 2

» Placebo. Figura No.3
43
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ABSORBANE [nn)
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Figura No.I Acetaminofén ( sustancia de referencia)
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ABSORBAME (nel
1,0 0.5 0,6
~| ] R ¢ + ! t + A + 0.0
J 50,0
PR 0,0
_— )
...... . . : 8.0
N 0.9
&,0
40,0
230,0
. ' |
A S , ; e e P00
1.9 0.5 0.0
THRERWLD :  0.100
BATCH: 006
SMLE  CYOLE WAVELENSTH pata

00l 04:07 2304 e X} 0,422 GBS

Figura No. 2 Muestra problema.
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ABSORBANE [on)

1.0 0.5 0.0
 — — 2.0

30,0

280.0

20,0

20,0

£ 0

240.0
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i e T : : i ; - 200
1o : 0.5 ' 0.0 ‘

THREHOD ¢ 0,100
BATOHs 005

SRNE CYUE WWELOSTH URTA
00 4305 Ko Peaks detected !

Figura No. 3 Solucién placeho.
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Analizando los resultados de la Tabla No 1 y cada uno de los espectros de

absorcidn, se plantea lo siguiente:

1. Al efectuar el procedimiento del método analitico propuesto para la valoracion de
acctaminofén cn la solucion referencia y la muestra problema (jarabe), se
encuentra que sus espectros de absorcion , son muy semejantes, ambos presentan
un maximo de absorbancia a 258 nm, aproximadamente que es la A reportada en

la literartura para esta sustancia.

2. Las absorbancias que presentan anbas soluciones son muy cercanas a la longitud
de onda de 258 wmm, lo que indica que la respuesta obtenida en la muestra

problema se debe dnicamente al acetaminofén,

3. En cuanto al placebo sin acetaminofén se encontrd que no presenta absorbancia,

lo que nos indica que ni e} velifculo del jarabe ni los otros componentes de la

formulacion intesfieren,

Se concliye que el método analitico propuesto es especifico para la

Determinacion de Acetaminofén en el jarabe,



4,2 Linealidad del Sistema,

En la Tabla No. 2 se presentan los resultados obtenidos en la prucba de

Linealidad del Sistema y en la grifica No | se observa la tendencia lineal de los

dates,
Tabla No. 2
CoEEcu(racl(m Cantidad Adicionada Cantidad Eucontrada
% { ng/mL) _ (pg/ml)
80 4.832 .o 480
80 482 481
90 542 54
90 542 54l
o 4. ___ 60 . 6l
|10 6.10 6.07
110 6.62 6.62
110 o 6.62 o 6.63
120 7.24 L 7.18
120 7.24 7.16
Concentracion Promedio Promedio Resultados de
Y Cantidad Cantidad Regresion Lineal,
‘ Adicionada Encoutrada
(pgiml ) {pg/ml,) o e o]
80 4.82 4.80 m - 0.9852
T ) 541 T be00672
100 6.10 609 | r 09999
1i0 6.62 o662 | FloovesT
120 4 | 111 T
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LINEALIDAD DEL SISTEMA
Acetaminofén, Sust, Referencia

75 7
7.0
2
6.5
ki
g
8
5 60 -
(o]
ks
"8 Param{) Valucll
3 5.5
= A00.067290
Q BI0.98522
5.0 e n
R = 0.99968
SD=0.02758, N = 5
45 ] 1 1 N i i ] n 1
45 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 75

Cantidad Adicionada (ug/mlL)

Grdfica No. 1 se observa la tendencia lineal entre los datos, de la cantidad

adicionada y la cantidad encontrada.
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A continuacién se muesttan los resultados, de las pruebas estadisticas

realizadas:

4.2,1 Ordenada al Origen.
tcal = -0.2045
ttab (3,0.975) = 3.1825
Intervalo de confianza - 0.0672 + 0.8649
Limite superior = 0.9321

Limite inferior = -0.7977
4,2.2 Pendiente.

tcal —-0.3322

ttab = (3,0.975) = 3.1825

Intervalo de confianza = 0.9852 + 0.1417
Limite superior = 1.1269

Limite Inferior = 0.8434

Analizando los resultados anteriores, se puede observar que el sistema de

medicion es lincal, ya que b, m y r, cumplen con los criterios de aceptacion, como

se seitala a continuacion.

Ordenada al origen (b):

Como | teal |< ty, ¥ los limites de confianza incluyen al cero; entonces s¢
acepta Ho y se concliye que el valor de fa ordenada al origen, obtenido

experimentalniente no es significativamente diferente de cero
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Pendiente (m):

Como | tcal {< tyy y los limites de confianza incluyen al 1; entonces se acepta
Ho concluyendo que el valor de la pendiente obtenida experimentalinente, no es
significativamente diferente de 1.

Coeficiente de Correlacion (r):

El coeficiente de correlacion obtenido experimentaimente fue 0.9999, por lo

tanto cumple con ¢l criterio de aceptacion que indica: r> 0.99.
Coeficiente de Deterniinacion (r'):

El cocficiente de deternminacién (%), cumple con ¢l criterio de aceptacion (i

> 0.98} y el valor obtenido experimentalimente fue: 0.9998
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4.3 Repetibilidad del Sistema,

Los resultados obtenidos al evaluar fa Repetibilidad del Sistema se muestran
en la Tabla No. 3.

Tabla No. 3
Cantidad Adicionada Cantidad Eucontrada | % Encontrado

(pg/ml.) (pp/ml)
6.10 6.12 1003 |
6.10 L 607 7 99,5
6.10 6.02 98.7
6.10 6.02. 98.7
6.10 6.03 98.9
6.10 6.06 99.3

n 6

X 992%

Sx 06153

CV.~0.69%

El sistema de medicion es repetible , ya que el coeficiente de variacion
obtenido experimentalmente cumple con el criterio de acepatacion (C.V. es menor
del 1.5 %) ademas de que el porciento recuperado se encuentra dentro del intervalo

para los métodos espectrofotométricos (97.0%-~103.0%).
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4.4 Linealidad del Método.

En la Tabla No. 4 se muestra {a cantidad de acetaminofén adicionado a
placebos, la cantidad encontrada y el porcentaje correspondiente. En la Grafica No.

2 se observa la tenedencia lineal de estos datos.

Tabla No. 4
Concentracién Cantidad Cantidad % Encontrado
% Adicionada Encontrada
(pghnl) (pg/ml)

4,82 4.79 99.4
80 4,82 4,77 99.0
4.82 446 | 98.8
6.05 6.07 100.3
100 6.05 6.06 100.1
" 6.05 6.05 99.0
7.23 7.19 994
120 7.23 7.16 99.0
7.32 7.11 98.3

Promedio Promedio Resultados

Cantidad Adicionada Cantidad Encontrada Regresion

(pgp/mlL ) { pg/ml) Lineal,

482 4.78 m = 09838

6.05 6.06 b =0,0610

723 7.15 r= 09994

? =(,9998
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LINEALIDAD DEL METODO
Placebo cargado con Acetaminofén,Sust.Ref.

7.0
6.5
®
p
g
e 00
8
g Param{1Value(l
£
'g 55 AL0.061030)
B[10.983810)
R = 099941
5.0 S =0.05749, N = 3

1 . ! L i L | s |

5.0 5.5 6.0 6.5 7.0
Cantidad Adicionada (ug)

Gridfica No. 2 se observa la tendencia lineal entre los datos, de la

cantidad adicionada y la cantidad encountrada.
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A continuacion se¢ muestran los resultados, de las prucbas estadisticas

realizadas:

4.4.1 Qrdenada al Origen.

tcal =2.18

ttab (3,0.975) = 3.1825

Intervalo de confianza = 0.0610 + 5.1201
Limite superior = 5.1811

Limite inferior = -5.0590

5.4.2 Pendiente.

teal =-0.2202

ttab = (3,0.975) = 3.1825

Intervalo de confianza = 0.9838 +0.2339
Limite superior — 1.2177

Limite Inferior = 0.7498

Analizando los resultados anteriores, se puede observar que el método
propuesto cs lineal, ya que, b, m y r cumplen con los criterios de aceptacion, como

se scfialan a continuacion.
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Ordenada al origen (b):

Comio | teal |< 1, ¥y los limites de confianza incluyen al cero, enfonces s¢
acepta Ho y se concluye que el valor de la ordenada al origen obtenida
experinientalmente no cs significativamente difereate de cero
Pendiente (in):

Como | tcal [<tqy y los limites de confianza incluyen al 1, entonces se acepta
Ho y se concluye que ¢l valor de la pendiente obtenida experimentalmente no es
significativamente diferente de 1.

Cocficiente de Correlacion (r);

El coeficiente de correlacion obtenido experimentalmente fue de 0.9994 por

lo tanto cumple con el criterio de aceptacion que indica que r 2 0,99

Cocficiente de Determinacion (r'):

Cumple con el criterio de aceptacion ( > 0.98) y el valor obtenido

experimentalmente fue 0.9988



4.5 Repetibilidad y Exactitud al 100 %.
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En la Tabla No. 5§ se presentan los datos obtendos,para evaluar estos

parametros.

Tabla No. §

Cantidad Adicionada

Cantidad Encontrada

e )

% Recuperadeo

(pg/ml) (pg/mlL)
6.02 5.94 98.7
6.02 SN 98.2
6.02 5.91 98.2
6.02 591 98.2
6.02 5.90 980
6.02 mm‘5.8§ 97.7 .

n-o6

X 993%

Sx 0.944

cCV. 09%

ftcal - -1.81

1tab(5,0.975) = 2.5706

Como ¢l coeficiente de variacion obtenido ( 0.9 % ) es menor que 3.0 %,

(valor limite para métodos espectrofotométricos),se concliye que el método de

medicién es repetible,
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Intervalo de confianza para el porcentaje recuperado:

Intervalo de confianza =99.3 + 1.79 %
Limite superior = 101.09 %
Limite luferior = 97.50 %

En cuanto a la exactitud del método podemos decir:
Como | tcal I< ty, ¥ los limites de confianza incluyen al 100%, entonces se
acepta Ho y concluimos que el valor de la media obtenida en forma experimental no

es significativamente diferente de 100%, por lo que el método propuesto es exacto.
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4.6 Reproducibilidad del Método.
En la Tabla No. 6 se muestran los resultados obtenidos al levar acabo el
procedimiento del método propuesto para determinar Acetaminofén, en la muestra

problema, realizado por dos analfstas en dos dias diferentes.

Tabla No.6

Nota: % es de Recobro.

n 12

X 985%
Sx - 0.69
CV.~07%

Como el coeficiente de variacion obtenido experimentaliiente es menor que

el 3.0 %, el método de medicion es reproducible.



Tabla de Andlisis de Varianza
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Tabla No. 7
Factorde | Grados de Suma de Media de I F
Variacién Libertad Cuadrados Cuadrados | Calculada | Tablas
A (y) 1 0.0133 0.0133 0.00443 | 161.40
_bid) I 3.0000 3.0000 0 161.40
_A-D_ I 0 0 0 5.32
E@jk 8 2.2333 ~e-

Con lo anterior tenemos:

1. Efecto por annlista 0.00443 < 161.40.

2. Efecto por dfa, 0 < 161.40.

3, Efecto por interaccion analista - dia, 0 < 5,32

Analizando los resultados anteriores, después de efectuar el analisis de
varianza, se concluye que el método de medicion propuesto es reproducible, ya que

no presentd efectos por analista, por dia ni por interaccion analista - dfa,



4.7 Estabilidad de 1a Muestra Analitica,

En la Tabla No. 8 se presentan los resultados obtenidos en la determinacion

de Acetaminofén, después de sameter las soluciones para andlisis a las condiciones

propuestas.
Tabla No. 8
Tiempo Luz Blanca Oscuridad Refrigeracion

en % %% %
horas Encontrado Encontrado _Encontrado |
0 98.1 99.1 9.1

3 98.1 99.3 %8

6 99.3 100.0 9.1
24 100.3 100.2 _ 98.5

En Ia Tabla No. 9 se presentan los valores de 1a media del factor 1, calculado

para cada caso.

Tabla No. 9
MEDIA DEL FACTOR I
Luz Blanea Oscuridad Refrigeracion
% % %
__ Encontrado Encontrado Encontrade

100.0 100.2 100.7
12 _ 1009 _ _lolo

102.2 101.1 1004
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Analizando los resultados en la Tabla No. 9 se observa que ningin valor de
media del Factor I, se encuentra fuera del intervalo de 97.0% - 103.0% ,por eso se¢
concluye que la muestra resulto ser estable durante un perfodo de 24 horas después
de haber realizado el procedimiento, manteniendo las soluciones en las diferentes

condiciones ( luz blanca, oscuridad y refrigeracion ).



CAPITULO V
CONCLUSIONES

Baséndose en los resultados obtenidos al efectuar el procedimiento del
método analitico propuesto para valorar Acetaminofén en el jarabe estudiado, se

plantean las siguientes conclusiones:

5.1 Especificidad,

El método propuesto para la valoracién de Acetaminofén en el jarabe, es
especifico, ya que el espectro de absorcion obtenido al desarroliar el procedimiento
en el placebo, no presenta absorbancia, lo que indica ausencia de interferencias

debidas.a los demds componentes de la formula.

Por otra parte, los espectros de absorcion correspondientes u la solucién de la
sustancia de referencia y el jarabe, son semejantes, lo cual corrobora que la

absorbancia en la muestra problema, es debida tnicamente al acetaminofén,

5.2 Linealidad del Sistema.
Respecto al linealidad del sistemna, en la Grifica No. I (pag. 49 ) se muestra
Ia tendencia lineal del sistema al valorar acetaminofén , sustancia de referencia , en

un intervalo de concentraciones del 80%, 90%, 100%, 110% y 120%.

63
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Lo anterior se comprobd al realizar las prucbas de t de student, donde los
valores obtenidos para la ordenada al origen y para fa pendicite, no son
significativamente diferente de 0 y de 1, respectivaniente,

En cuanto al coeficiente de correlacion obtenido experimentalmente es
mayor de 0.99 por lo que se afinma que existe una relacion altamente significativa

entre la cantidad adicionada y la propiedad medida.

5.3 Linealidad del Método.

En la Grifica No. 2 se observa la lincalidad del método al valorar el
acctaminofén en el jarabe estudiado, en un intervalo de concentraciones del 80%,
100% y 120%.

Esto se comprobd al realizar las pruebas de t de student, en donde los valores
obtenidos para la ordenada al origen y para la pendiente; no son significativamente

diferentes de Oy de 1, respectivamente.

En lo que se refiere al coeficiente de correlacion obtenido exjicrimentalmente,
es mayor a 0.99, por lo que se afirma que existe una relacidn altamente significativa

entre la cantidad adicionada y la propiedad medida.

5.4 Exactitud del Método.

El método de valoracion propuesto es exaclo, ya que el resultado de la prucba
de t de student demuestra que el valor de la media experimental no es
significativamente diferente del 100%,; de la cantidad de acetaminofén expresada en
el marbete del jarabe estudiado y el coeficiente de variacion obtenido es menor del
3.0%.



Conclusiones 65

5.5 Repetibilidad del Sistema y del Método.

El método propuesto es repetible, ya que, en la prucbas realizadas con la
sustaiicia de referencia, se obtuvo un coeficiente de variacion menor al 1.5% y en lus
detenminaciones realizadas en el jarabe , el coeficiente de variacién fue menor det

3.0%.

5.6 Reproducibilidad del Método.
Al realizar las pruebas de valovacion de acteminofén en el jarabe, se
obtuvieron resuttados que cumplen con los criterios de aceptacion especificados para

un método espectrofotométrico, (coeficiente de variacion < al 3.0%.

En cuanto al andlisis de varianza efectuado, sc observa que no existe efecto
glguno por analista, por dia ni por interaccion dia - analista, Por lo anterior,
concluimos que el inétodo propuesto para la valoracion de acetaminofén en el jarabe

es reproducible.

5.7 Estabilidad de 1a Muestra Analitica,

Por los resultados obtenidos al evaluar este pardmetro, se concluye que la
solucidn acuosa que contiene ¢l acetaminofén, es estable por 24 horas en cualquiera
de las tres condiciones propuestas (luz blanca, oscuridad y refrigeracion) por lo que
la muestra para el andlisis puede ser guardada en la condicén que se prefiera, para

ser cuantificada si se desea en un lapso de tiempo cercano a las 24 horas.
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Conclusion Final,

Los resultados obtenidos en cada uno de los pardmetros cvaluados en el
método analitico propuesto cumplen satisfactoriamente con los criterios de
aceptacion establecidos en Ia Validacion de Métodos Analiticos; para Control de
Calidad por lo tanto se concluye que el método analitico propuesto para la
valoracion de acctaminofén en el jarabe estudiado, estd validado, lo que asegura que

es confiable y satisface los requerimientos para los que fue desarrollado.



APENDICET
Lincalidad del Sistema y del Método,
1.-Transformaciones mateméticas utilizadas en ¢l andlisis de regresion para el sistema y

el método son:

1.1 Célculo para In ordenada al origen (b) de la linea de regresion.

. Zy- ML)
- Nt

1.2 Cidculo para la pendiente (m) de fa linea de regresién.

_ M(Zw)-(Z2)Zy)
M(Zx?)-(Ex)

1.3 Calculo para ¢l coeficiente de determinacion ().

o [N(Zw)- (Y]
[Nl(Zx’) —(Zx’)]{Nt(Ey’) -(Z y)’]

67



1.4 Célculo para el coeficiente de regresion (r).
l /
= (’,2)/1

Donde
N = Nimero de datos.
x = Cantidad adicionada del farmaco.

¥ = Cantidad encontrada del firmaco.

2.- Las hipdtesis y las expresiones para la “t de Student” son :

2.1 Ordenada al origen.
Ho:b=
Hi:b=p

Donde f} es = cero.

teal = b-8
¥ Xxit

S%[rmf}

* Desviacton estandar en la direccion y (S yx).

17
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2.1.2 Desviacion estdndar para la ordenada al origen (Sb) :

2.1.3 Limites de confianza para la ordenada al origen.

LCh = b£[r,,,(n-2,0.975) [ Sb]

2.2 Pendiente.

Ho:m=a
Hl:m a

Dondecaes=1

tcal =

[(m ~ a)]{Sx_l[gt: l) b J
%

2.2.1 Desaviacidn estindar para fa pendiente (Sm).

S,/
X

(- 7))

Sm —
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2.2.2 Limites de confianza para la pendiente.

LCm=mt [I,‘,,,(n - 2,0.975)][8:;1]

Doude:
b= Valor de la ordenada al origen experimental
b = Valor de la ordenada al origen teérica = 0
i = valor de la pendiente experimental
a = Valor dc la pendiente tedrica = |
Xi = Cantidad adicionada

Yi = Cantidad encontrada del farmaco

X —Media de las cantidades adicionadas

Sx -~ Desviacion estandar dfe las cantidades adicionadas

n=Numero de determinaciones

N =Numero de replicaciones ( propicdad medida ) de cada dilucion

¢t Numero de diluciones

Yi = Los valores de ¥i son los puntos sobre la linea de regresion calculada y

corresponden a los valores individuales de Xi.

Los valores de Yi para un valor dado de Xi, son facilmente calculados de la

ecuacion de regresion lineal,



Repetibilidad,

Ecuaciones utilizadas para fa evaluacion de Ia repetibilidad.

I.- Determinacién de la media (T’ ) de los resultados.

2.~ Determinacion de la desviacion estandar de los resultados.

Mzr)-@f |

NN

3.- Determinar el coeficiente de variacion.
S

CV 7*)‘;:*100

Exactitiud,

1.- Calcular el porcentaje de recobro (R ) en cada una de las muestras.

2.- Calculo de la media aritmética del porcentaje de recobra (R ).

L
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3.- Calculo de la desviacidn estandar del porcentaje de recobro.

1/
g N():M!-():R)’ &
STL ONWV-))
4.~ Célculo del coeficiente de variacion.
S

CV==*100
R

5.-Célculo para la deteminacion de “ t* de Student para la media.

Ho:R=p
Hl:R#p
Donde pt es ~ 100%

R-p

teal =

Donde:

) = S
= Yoy

Intervalo de confianza del porcentaje encontrado (I.C.)

1.C = R 4(n - 1,0975)[ 0y}

_Apéudice [ 72
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Reproducibilidad det Método.

Los resultados obtenidos en estd determinacion se tabulan de acuerdo a la tabla
I, para evaluar ta reproducibilidad; posteriormente se realiza un anflisis de varianza

para conocer las interacc iones entre analistas, dias y analista-dfa.

Tabla 1
% DE RECOBRO
Dia " Analista No.1 Analista No. 2
(i) (i) (i)
Yin You |
! Yin Yo
Yis Yoz
Yin Yo
2 Yz Yo
Yizs Y223

Donde:
“Y* primer subindice es el resultado de cada anlista.
Y segundo sublindice es en cada dia.

“Y" tercer subindice para cada replicacidn.
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e calculan las siguientes sumatorias para realizar la Tabla de andlisis de

varianza.

e XY (Yt Vit Yot Yizrt o Yo2d)

2 Yy r 2
2. XY (Yt Y Yus+ Yo Y + Yius)? - (Yt Yo Yoru + Yoo+ Yoz !

Vo)

3.3V (Yt Yie* Vit Yot Yoz * Yo )P+ (Yot Vi Ypgg 4 Yo+ Yo
Yas)?

4.3y (Nt Yt Yo )2 (N Yo * Vi)t (Yt Yt Yas )+ (Vo
’ ’ 2

Yoo + Ya3)

5. XSy ) Y(Yuz) ' (Y (Yia) 24 (Vo2s) ]

Proceder conforme la siguiente tabla, (Tabla 1), de analisis de varianza,



Apéndice I 7S

Tabla Ii para el Andlisis de Varianza

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados Media de F Ftab
Variacién Libertad {(SC) Cuadrdados  calcuida ( G Lnum\
FV) GL 1 S ——
7 GL *10) l\ GLden/
£ i i-1 5 reen 2 4 7 {1
Analt:a @ ¢ X1 (Z}IJA ) (SC 41) % :[ f . ; 005, -——!‘J_})\
Je gk ‘ S A ’(f—i)J
Dia .(D) (;-1) ZYij;_zYiz SC, MC, 1/ ) {_]—i) A
D; B G-1) | MCap | (0085
J : o (i-1-1)
Interaccion rr 2 2 w2 [Ty SC 4p | MC,p 17 G- 7=
Analista-Dia  (i-D(j-1)| 0K I XY \E eSS N Thre, 50054]——}
{A-D) Ai-Dj k k& ik L k=3 )
{
Error Sy Sl SC, f
Experimental j(k-1) —z'——zl ik -1y |
(E) k !
Eijk | I

Donde: = nimero de analista
= numero de dias

k= nimero de repeticiones
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Estabilidad de la Muestra Analitica
Para la determinacidn de este parametro los resultados obtenidos se tabulan

conforme a ka tabla 111 para calcular el coeficiente de variacion.

Tabla HI
Tiempo Luz Blanca Oscuridad Refrigeracién
) Yo % Y%
hioras Encontrado Eucontrado Encontrado

Ya Yg Yu

Y Yy Y,

3 Yy Yio Yoo
Y, Yi Y

Yy Y Y

6 Y Y Y
Y Yia Y

Ys Y5 Yy

24 Y Yie Y5
Ys Yir Y

Yy Yis Yu

1.-El factor (1), para cada condicion/tiempo/ muestra se calcula con la siguiente
formula:

1. (analisis muestra / condicion / tiempo) i x 100
(anilisis inicial)
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e oA e

2.- Catculo para el coeficiente de variacion:

I = :‘~*100 ! 2—19-*100 Iy = —2-*100
'y, 0=y ' 7y,
12;1&*100 I, =M *100 Iy = 22 *100
’ Yy, Y,
B K "
Iy= Lvion I =T 4100 Iy = "2 4100
Ye Vi Y
Iy = --*100 I = Ts 4100 [, =~ *100
v Ys Y,
C F 1
Para cada condicion / tiempo s¢ calcuta la media del factor (7') con la

siguiente formula :

Y. I(condicion | tiempo)
N

Donde:

N = Nimero de muestras para cada condicion / tiempo.
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