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1. RESUMEN

En el presente estudio se realiz6 erificacion del Método Analitico de
Cuantificacion de Acetaminofén Solucion Oral por @matografia Liquida de
Alta Resolucion y Disolucion de Acetaminofén Taldst Masticables por
Espectrofotometria UV/VIS, segun la Farmacopea as IEstados Unidos (USP
32, evaludndose las caracteristicas de desempefio dehomiincluyendo la
Linealidad del Sistema, Linealidad y Exactitud ofedtodo, Precision del Sistema y

Precision del Método (Repetibilidad y Precisiéretntedia).

Este estudio fue realizado en las instalacioned aebratorio Nacional de

Salud en el Area de Fisicoquimico de Medicamentos.

Para el analisis de resultados se utilizaron dégtiparametros estadisticos
como la desviacion estandar, coeficiente de vamagromedios y porcentajes los
cuales son evaluados, a través de los Test t delesdf Analisis de varianza y
analisis de regresion, para determinar que losresl@xperimentales tengan

significacion estadistica.

Los resultados obtenidos en la verificacion delasétson satisfactorios,
indican que el método se desempefia de maneravafgatproducible, cumple con
los requerimientos y criterios establecidos en dmaografia descrita en la USP 32,
por lo que es seguro y confiable para instituirtomo un método de analisis
estandarizado para su utilizacion en el Laboratbiagional de Salud, siempre y

cuando se trabaje bajo las condiciones especifica | estudio.
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2. INTRODUCCION

En el Area de Fisicoquimico de Medicamentos debtatorio Nacional de
Salud (LNS) se realizan los andlisis de valoradémrincipio activo que contienen
las muestras recibidas, segun lo declarado por oleteb cuali-cuantitativa
presentada en el expediente de Solicitud de Redsznitario de Referencia. Con
estos datos, se determina, conforme a normas wamegitos que aseguran la
calidad, eficacia e inocuidad de los medicamergbgstos productos pueden ser
utilizados por la poblacion. Esta Area brinda stp@nalitico a los programas de
Registro Sanitario de Referencia, Contrato AbieMagstreo de Establecimientos
Farmacéuticos, Particulares y Medicamentos del d#no de Agricultura,
Ganaderia y Alimentacion (MAGA).

Por esta razon, el Laboratorio Nacional de Salaibeeuna gran cantidad y
variedad de muestras, y se deben utilizar metotadague sean confiables, seguras
y estandarizadas que permitan generar resultadmboos para asegurar la calidad
y competitividad Nacional e Internacional de losve#os prestados y al mismo
tiempo brindar un mejor servicio a la comunidadaRdlo, se pretende realizar la
“Ampliacion de la Verificacion del Método Analiticode Cuantificacion de
Acetaminofén Solucion Oral por Cromatografia Liguadde Alta Resolucion y
Disolucion de Acetaminofén Tabletas Masticables pdspectrofotometria
UV/VIS, segun la Farmacopea de los Estados UnidoSP 32)” con el objetivo
de asegurar que los resultados obtenidos en esmyas cumplen con las
caracteristicas necesarias para su utilizacion,casio también acreditar estas
pruebas para futuros analisis de Acetaminofén elucBom Oral y Tabletas
Masticables.

Las caracteristicas del desempefio del método gueesficaron son:
Linealidad del Sistema, Linealidad y Exactitud ofetodo, Precision del Sistema y
Precision del Método (Repetibilidad y Precision efntedia); utilizando
metodologia estadistica adecuada y con base amitesos de aceptacion que se
especifican en el estudio.

QUINICA FARMACEUTICA T
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3. ANTECEDENTES

La informacién disponible en cuanto a la verifidecide métodos analiticos,

pueden citarse los siguientes trabajos:

Estudios Realizados

. En el afio 2006 se realizé en el Laboratorio Na¢idas5alud en el Area de
Fisicoquimico de Medicamentos la verificacion deétbtlo Analitico de
Cuantificacion y Disolucion de Acetaminofén Tabsefzor Cromatografia
Liquida de Alta Presion y por Espectrofotometria/\& respectivamente,
concluyendo que el meétodo para la cuantificaciondigolucion de
acetaminofén tabletas cumple con los requerimigntogerios establecidos
en la monografia descrita en la USP 29; por lolgseesultados obtenidos
son seguros y confiables.

También se realizé una revision bibliografica esigdlevadas a cabo tanto
en la Universidad de San Carlos de Guatemala conf® Eniversidad del Valle de
Guatemala, y se encontrd tesis relacionadas corasGsibbre validaciéon de
metodologias analiticas y validacion de metodokdgiaaliticas para diversos
principios activos por Cromatografia Liquida deaAResolucidn, pero ninguna es
especifica para la verificacion del Método Anatiticle Cuantificacion de
Acetaminofén Solucion Oral por Cromatografia Liguide Alta Resolucion y
Disolucién de Acetaminofén Tabletas Masticablesgxpectrofotometria UV/VIS.

En cuanto al principio activo (Acetaminofén) seuwitos siguientes estudios:
e En el afio 2003 José Garcia en su tesis ad gradwhads:
Evaluacion de la Calidad Fisicoquimica de los Jesalde

Acetaminofén manufacturados por Laboratorios Nada&m

* Enelafo 1992 Ana Sapén en su tesis ad gradulad@uEstudio de
Estabilidad acelerada en 4 formulaciones de HigiAcetaminofén.

QUINICA FARMACEUTICA 8
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3.1 ACETAMINOFEN

El Acetaminofén es uno de los medicamentos masriaues que se usan
en el tratamiento del dolor leve a moderado cuamodose requiere un efecto

antiinflamatorio.

3.1.1 MECANISMO DE ACCION
El Acetaminofén inhibe la sintesis de prostaglaadn el Sistema
Nervioso Central (SNC). Esto explica sus propiedadatipiréticas y
analgésicas. Tiene menos efecto sobre la ciclonagge en los tejidos
periféricos, lo que da cuenta de su actividad rftdinatoria débil. El
acetaminofén no afecta la funcién plaquetaria mhenta el tiempo de
coagulacién de la sangre, y ademéas carece de mushdes efectos

adversos de la aspirina (10).

3.1.2 FARMACOCINETICA

El acetaminofén se absorbe con rapidez por el aadu
gastrointestinal. Experimenta un metabolismo ds@ripaso importante en
las células luminales del intestino y los hepatscitlas concentraciones
méaximas en el plasma comunmente se alcanzan aOlas @ min. El
acetaminofen se une ligeramente a las proteinamptecas y se metaboliza
a través de las enzimas microsomales hepaticascpaxertirse en sulfato
de acetaminofén y glucurénido, que son farmaco#gente inactivos.
Menos de 5% del medicamento se excreta sin cambéosida media del
acetaminofén es de 2 a 3 horas y se afecta poctaposuficiencia renal
(12).

3.1.3 INDICACIONES
Aungue es equivalente con el AAS (Acido Acetil 8#ilto) como

analgésico y antipirético efectivo, el acetaminodiéfiere en que carece de

QUINICA FARMACEUTICA 9
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actividad antiinflamatoria. No altera las concecittaes de acido Urico y
carece de actividad antiagregante plaquetaria.elicamento es de utilidad
en el tratamiento del dolor leve a moderado, comdaecefalea, mialgias,
dolor posparto y otras circunstancias en las quBAS es un analgésico
eficaz. El acetaminofén solo es un tratamiento enaddo para
enfermedades inflamatorias como la artritis reurdatoPara la analgesia
leve, el acetaminofén es el medicamento prefendoeeientes alérgicos a la
penicilina o en casos de poca tolerancia a losilsditis. Este farmaco es
preferible al AAS en pacientes con hemofilia, histale Glcera péptica o en
aguellos en quienes el broncoespasmo se precipit@lpuso de AAS. A
diferencia de éste, el acetaminofén no antagonizafectos de los farmacos
uricosuricos; se puede usar junto con el probenetidl tratamiento de la

gota. Se prefiere el AAS en los nifios con infecetowirales (12).

3.1.4 EFECTOS ADVERSOS
El acetaminofén esta casi libre de efectos advénspsrtantes a las
dosis terapéuticas normales. Las erupciones clgagetas reacciones
alérgicas menores son poco frecuentes. Puede naasiastornos menores
de la cuenta de leucocitos, pero en general éstogansitorios. La necrosis
tubular renal y el coma hipoglucémico son complmaes raras del

tratamiento prolongado con grandes dosis (6,13).

3.1.5 DOSIS
El dolor agudo y la fiebre se pueden tratar eficaxziea con dosis de 325 a
500 mg cuatro veces al dia y proporcionalmente mesnen nifios. Las

concentraciones en estado estable se alcanzamake dotidiana (6,12).

QUINICA FARMACEUTICA - 10
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3.2 METODOLOGIA ANALITICA

La Metodologia a utilizar es la que se encuentezrita en la Farmacopea
de los Estados Unidos (USP 32), en donde se imliea para la Verificacion del
Método analitico de Cuantificacion de Acetaminofamiucion Oral se utiliza un
Cromatografo Liquido de Alta Resolucién con detectitravioleta visible a una
longitud de onda de 243 nm, utilizando como Fas8eilmna mezcla desgasificada

adecuada de agua y metanol (3:1).

Para la verificacion del método analitico de ladRision de Acetaminofén
Tabletas Masticables se utiliza el Disolutor conparato No. 2 (paletas) en un
medio de solucion amortiguadora de fosfato pH 9() mL, a 75 rpm, en 45
minutos; y la lectura se hace en un Espectrofot@mdY¥/VIS, a una longitud de
onda de 243 nm (8).

3.3 ESTANDARIZACION DE METODOS

Para el cumplimiento de las buenas practicas deordadrio, la
estandarizacion es un requisito establecido poidadgs regulatorias y por
comisiones de Farmacopeas para el registro de sumedicamentos y para el

analisis de medicamentos (7, 5, 17, 18).

Para la evaluacion de un medicamento es necesaudlizacion de un método
analitico que permita cuantificar el producto mégoio como ingrediente activo de
una formulacion. Para asegurar la confiabilidas nhétodos analiticos se someten a
un proceso de estandarizacion, el cual compruelansétodo es lo suficientemente
confiable y si los resultados previstos se obtiedentro de las condiciones
prefijadas (6).

QUINICA FARMACEUTICA - u
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La estandarizacion de los métodos es la confirmaeidravés del examen y
el aporte de evidencia objetiva, de que se cumpkemequisitos particulares para
un uso especifico previsto. Es una verificacionudoentada que proporciona un
alto grado de confianza de que el sistema integmbceso funciona de la manera
prevista en el ambiente de operaciéon normal o mwic@len forma consistente un

resultado que cumpla con sus especificaciones fometses (17, 18).

Es el proceso que establece, mediante estudiosaleatorio, que las
caracteristicas de desempefio del meétodo cumplenrdgsisitos para las

aplicaciones analiticas previstas.

Las caracteristicas de desempefio analitico hadstugle deben ser evaluadas en la

estandarizacion de métodos son los siguientes:

Exactitud

Precision

Especificidad

Limite de Deteccion
Limite de Cuantificacion

Linealidad

-k F F

Intervalo o Rango (7)

Los procedimientos para la determinacion de praduéirmacéuticos varian en
gran manera, por lo que diferentes métodos de arusduieren diferentes esquemas de

estandarizacion, los cuales se pueden agruparatm @ategorias:

4+ Categoria I: Métodos analiticos para la cuantifttacde los componentes
principales de farmacos a granel o ingredientesac(incluyendo conservantes)

en productos farmacéuticos terminados.

QUINICA FARMACEUTICA 12
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4+ Categoria Il: Métodos analiticos para la determérade impurezas en farmacos a
granel o productos de degradacién en productosafauticos terminados. Estos

métodos incluyen analisis cuantitativos y pruelmabmdite.

4+ Categoria lll: Métodos analiticos para la deterwiiiva de las caracteristicas de

desempefio (por ejemplo, disolucion, liberacionféehaco).
4+ Categoria IV: Pruebas de identificacion (7).
Para cada categoria de andlisis se requiere diéemeformacion analitica y los

datos que se requieren para cada una de las dagederandlisis se indican en la siguiente
tabla (7, 18):

Tabla No. 1. Datos requeridos para la estandarizacion de un método analitico.

Categoria Categoria II Categoria | Categoria
Caracteristica I ] III IV
Cuantitativo | Prugba de limite
Exactitud + + * * -
Precisidn
Repetibilidad + + - + -
Precision + + - + -
intermedia
Especificidad + + ® *
Limite de deteccidn - - + * -
Limite de cuantificacion - + - * -
Linealidad + + - * -
Rango + + * * -
* Puede requerirse segun la naturaleza de la prueba. Fuente (21)

QUINICA FARMACEUTICA 13
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En base a esta clasificacion, el tipo de estarataém a realizarse en el presente

trabajo se incluye en la categoria |, que requetemalisis de los siguientes parametros (6):

+ Exactitud
+ Precision: Repetibilidad y Precision intermedia.
4 Linealidad del Sistema

4 Intervalo o Rango

La documentacion de los estudios de estandarizaoidstituye un requisito basico

para determinar si un método es adecuado pampoaciones previstas (7).

3.4CARACTERISTICAS DE DESEMPERNO ANALITICO

3.4.1 EXACTITUD
Definicion: La exactitud de un método analitico es la proximhidantre los
resultados de la prueba obtenidos mediante esedmétalor experimental), y el
valor verdadero. La exactitud de un método analiiebe establecerse en todo su
intervalo (7, 19).

Determinacion:En la valoracién de un farmaco, la exactitud pusstedeterminada

mediante la aplicacion del método analitico compeeto a un analito de pureza
conocida (por ejemplo, un Estandar de Referencigjoo comparacion de los
resultados del método con los resultados de umsegmétodo bien caracterizado

cuya exactitud se haya comprobado o definido (7).

La exactitud se calcula como el porcentaje de r@gn de la cantidad valorada
con respecto a la cantidad conocida de analitoi@éeal la muestra, o como la
diferencia entre la media de la valoracion y elowalerdadero aceptado,

considerando los intervalos de confianza (7).

QUINICA FARMACEUTICA .
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Los documentos ICH (International Conference Haizaiion) recomiendan que la
exactitud sea evaluada utilizando un minimo de ewterminaciones sobre un
minimo de tres niveles de concentracidn, cubriegldmtervalo especificado (es

decir, tres concentraciones y tres determinacioggstidas de cada concentracion)

(7).

Cuando no es posible contar con un placebo, sendate por duplicado el
contenido promedio del analito en la muestra comélodo a evaluar; una vez
conocido el contenido promedio se procede a ercefuas muestras con estandar
para preparar las soluciones, en este caso seemarntonstante la cantidad de
muestra tomada y se agregan cantidades variabllestdadar.

También se puede trabajar utilizando un minimo m@es ttoncentraciones de
soluciones estandar que cubran el rango de traba evalla el porcentaje de
recuperacion obtenido utilizando el método a evglka

Se preparan muestras a tres niveles de concemrddérentes, preparando las
muestras independientes por triplicado a cada nigetoncentracion. Para llevar a
cabo el calculo del porcentaje de recuperacioregaiere contar con los datos de la

cantidad de principio activo agregado a cada maué2jr

3.4.2 PRECISION:

Definicion La precision de un método analitico expresa tearga de coincidencia
entre una serie de mediciones obtenidas de m@tipleestreos cuando se aplica el
método repetidamente a una muestra homogénea. Eaesdiglerarse a 3 niveles:
Reproducibilidad, Repetibilidad y precision intedize(2).

La precision de un método analitico habitualmeetexgpresa como la desviacidon
estandar o la desviacion estandar relativa (cegfieide variacién) de una serie de
mediciones. La precision puede ser una medida @elogde reproducibilidad o

repetibilidad del método analitico en condicionesmales de operacion.

QUINICA FARMACEUTICA 15
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3.4.2.1REPRODUCIBILIDAD
Expresa la precision de los resultados de ensaatigados sobre la misma
muestra homogénea, pero ejecutados bajo diferecvesliciones, analistas,
laboratorios, reactivos, dias, proveedores, equap@, como por ejemplo en un
estudio en colaboracion (8, 20).

Se expresa con los mismos parametros matematiceslaguepetibilidad. El

coeficiente de variacion en el estudio de la repedilidad debe ser igual o mayor
que el obtenido en el estudio de repetibilidad plEramisma cantidad o
concentracion debido a la mayor fuente de errorexigte en la reproducibilidad.
Esta se realiza como resultado de estudios intedédrios disefiados para
estandarizar la metodologia (9).

En el presente estudio no se evaluara la reproitidait

3.4.2.2 PRECISION INTERMEDIA
La precision intermedia expresa la variacion olbl@ndentro de un
laboratorio, por ejemplo en diferentes dias, cdaréites analistas o con equipo

diferente de una muestra homogénea dentro del niamaatorio (8, 9).

3.4.2.3REPETIBILIDAD
Precisién obtenida en la utilizacion de un procéelimo analitico en un
laboratorio bajo las mismas condiciones de opemaeid un intervalo corto de
tiempo (mismo dia), por un mismo analista, en lsnmai muestra homogénea y en el

mismo equipo (8, 9).

Este parametro permite evaluar la incertidumbréaesstimacion de la media, es
decir, el error aleatorio que se corresponde calisigersion de los datos alrededor
de la media.

QUINICA FARMACEUTICA 16
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En la mayoria de los casos, la repetibilidad esrigdrio de mayor interés en los

procedimientos analiticos (8).

Determinacion La precision de un método analitico se deternmmediante el
analisis de un numero suficiente de alicuotas de mmestra homogénea que
permita calcular estadisticamente estimacioneslaglde la desviacion estandar o
de la desviacion estandar relativa (coeficientevalgacion). Los analisis en este
contexto son andlisis independientes de muestras sgu han llevado a cabo
mediante el procedimiento analitico completo, ddadgreparacion de la muestra
hasta el resultado final de las pruebas (8).

Los documentos ICH recomiendan que se evalle latibdad utilizando un
minimo de nueve determinaciones que cubran elvalterespecificado para el
procedimiento (es decir, tres concentraciones ¥ dieterminaciones repetidas de
cada concentracién), o un minimo de seis deternones al 100% de la

concentracion de prueba (8).

LINEALIDAD O INTERVALO:

Definicion de LinealidadLa linealidad de un método analitico es su capdqgidaa
obtener resultados de prueba que sean proporcsogalsea directamente, o por
medio de una transformacion matematica bien defjnal la concentracion de

analito en muestras en un intervalo dado (7).

Definicion de IntervaloEl intervalo de un método analitico es la amgliéuntre las
concentraciones inferior y superior de analitol(igendo esos niveles) en la cual se
puede determinar al analito con un nivel adecuaeopikcision, exactitud y
linealidad utilizando el método segun se descridyeegcrito. El intervalo se expresa
normalmente en las mismas unidades que los reeslt#ella prueba (por ejemplo,

porcentaje, partes por millén) obtenidos mediahteétodo analitico (7).
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Determinacion de Linealidad e Intervaloa linealidad debe establecerse en el
intervalo completo del procedimiento analitico. Beél establecerse inicialmente
mediante examen visual de un grafico de sefiales fwntion de concentracion de
analito del contenido. Si parece existir una réladineal, los resultados de la
prueba deberian establecerse mediante métodosiséstesl adecuados (por
ejemplo, mediante el calculo de una linea de regrepor el método de los
cuadrados minimos). En algunos casos, para obtetieealidad entre la respuesta
de un analito y su concentracion, puede que hagaometer los datos de la prueba
a una transformacion matematica.

Los datos obtenidos a partir de la linea de regmegueden ser utiles para

proporcionar estimaciones mateméticas del gradmelglidad.

Se deberan presentar: el coeficiente de correlgdcjpfa interseccion con el eje de
ordenadas (b), la pendiente de la linea de regrésipy la suma de los cuadrados
residualesXr2) (7).

El intervalo del método se evalla verificando gumétodo analitico proporciona
precision, exactitud y linealidad aceptables cuasdoaplica a muestras que

contienen el analito en los extremos del intervalagual que dentro del intervalo

(7).

La ICH recomienda que, para establecer la linedlgm utilicen normalmente un
minimo de cinco concentraciones. También recomiequi se consideren los

intervalos especificados minimos que se indicaonéirtuacion (7):

Valoracion de un Farmaco (o producto terminado): &¥6 a 120% de la

concentracion de prueba.

El intervalo de determinacién puede variar, pertedéncluir los porcentajes
mencionados anteriormente. Por ejemplo, 50% a 188%a concentracion de

prueba.
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La evaluacion de la linealidad y el calculo delgame aplicacion son de utilidad

para establecer una estrategia de calibraciéreas gara determinar:

« Con qué frecuencia se necesita preparar una nueva de calibracion
durante la aplicacion rutinaria del método analitic
« Cuantos niveles de calibracion se requiere.

+« El ndmero de repeticiones necesarias en cadadevebncentracion.

Al efectuar un numero grande de determinacionedardo del rango de aplicacion
se consigue una medida de la precision a estagmliés concentraciones, asi como

también informacién adicional acerca de la linealide la curva.

3.4.4 APTITUD DEL SISTEMA:

Si las mediciones son susceptibles a variacionesordiciones analiticas,
éstas deben controlarse adecuadamente o incluirgt método una declaracion
preventiva. Una consecuencia de la evaluacién daeldeancia del método seria el
establecimiento de una serie de pardmetros deidpt#l sistema que garantizan

qgue se mantenga la funcionalidad del método acmliempre que se utilice (7).

El laboratorio debe estandarizar los métodos nonalirados, los métodos que
disefia o desarrolla, los métodos normalizados exdpsefuera del alcance previsto,
asi como las ampliaciones y modificaciones de |&odos normalizados, para
confirmar que los métodos son aptos para el usagtoe La estandarizacion debe
ser tan amplia como sea necesario para satisieeetesidades de la aplicacion o

del campo de aplicacion dado. El laboratorio delggstrar los resultados obtenidos,

el procedimiento utilizado para la estandarizagiama declaracion acerca de si el

método es apto para el uso previsto (16).
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Las técnicas usadas para la determinacion del gefende un método deberian ser

una, o una combinacioén, de las siguientes:

3

S

La calibracion utilizando patrones de referenciaateriales de referencia;

R/
°

La comparacion con resultados obtenidos por otktsdos;

R/
°

Las comparaciones interlaboratorios;

R/
°

La evaluacion sistemética de los factores queyefilen el resultado;

R/
°

La evaluacion de la incertidumbre de los resultabdasada en el conocimiento

cientifico de los principios tedricos del métoderyla experiencia practica (16).

Cuando se introduzca algun cambio en los métodammnualizados estandarizados, la
influencia de tales cambios deberia ser documentadaando sea apropiado, se debe

realizar una nueva estandarizacion (17).

El rango y la exactitud de los valores que se pueml@ener empleando métodos
estandarizados (por ejemplo, la incertidumbre derésultados, la selectividad del
método, la linealidad, el limite de repetibilidadi® reproducibilidad, la robustez ante
influencias externas o la sensibilidad cruzadatér@nas interferencias provenientes de
la matriz de la muestra o del objeto a ensayagaialo fueron determinados para el uso

previsto, deben ser pertinentes a las necesidades dlientes (17).

La estandarizacion incluye la especificacién derémpiisitos, la determinacion de las
caracteristicas (los parametros de desempefiosdedtodos y una verificacion de que

los requisitos pueden ser cumplidos al utilizanétodo (17).

A medida que se desarrolla el método, se debeetdizar revisiones periddicas para
verificar que las necesidades del cliente siguendsi cumplidas. Cualquier cambio en
los requisitos que requiera modificaciones en ah ple desarrollo deberia ser aprobado

y autorizado (16).
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Algunas de las ventajas de un estudio de estamadaizson las siguientes:

% Tiene menor costo prevenir que corregir.

% Se cumplen con los requerimientos legales, ISO3702

% Evaluacién y optimizacion de las caracteristicagddeempeiio del método y del
sistema.

% Obtencion de datos que sirvan como base para lparacion a largo plazo de la
calidad analitica de los resultados

+ Identificacion de la experiencia y necesidadesapacitacion del personal.

+ Identificacion de reactivos quimicos e instrumemezgieridos.

+ Eficiente operaciéon del método cuando es adoptado.

+ Evita perjudicar el prestigio, imagen y pérdidacdedibilidad del laboratorio por
una mala aplicacion del método.

+ Disefio de una estrategia de control de calidad.
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4. JUSTIFICACION

Para asegurar la calidad de los productos farmaoéuies necesario verificar los
procedimientos de andlisis, ya que de ellos depéadaprobacion o rechazo de un
producto. Especialmente en el caso del Laboratdacional de Salud que recibe las
muestras de medicamentos para su comercializaoi@h pais y de los resultados que se

obtienen en estos analisis depende la autoriza@bRegistro Sanitario respectivo.

Debido a esto, el Laboratorio Nacional de Saludedebntar con métodos de
analisis que sean confiables ya que es un labarajae se encuentra acreditado bajo las
normas COGUANOR NTG/ISO/IEC 17025 “Requisitos Gates para la Competencia de

los Laboratorios de Ensayo y de Calibracion”.

Por lo que se pretende demostrar que el métodmdlesia de cuantificacion de
Acetaminofén Solucion Oral por Cromatografia Liguidle Alta Resolucion y la
Disolucién de Acetaminofén Tabletas Masticables Rspectrofotometria UV/VIS se
desempefia de manera efectiva y reproducible cumagiecon los requerimientos y
criterios establecidos en la monografia descritdaelRarmacopea de los Estados Unidos
(USP 32).

Este estudio también se realizara con el objedwaacreditar estas pruebas para
posteriores analisis de Acetaminofén Solucion gralcetaminofén Tabletas Masticables

gue ingresen al Laboratorio Nacional de Salud.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Demostrar que el método analitico de cuantificadémcetaminofén Solucion

Oral por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion h Disolucion de

Acetaminofén Tabletas Masticables por Espectrafetda UV/VIS, se

desempefia de manera efectiva y reproducible cunddiecon los

requerimientos vy criterios de aceptacion estabtesceh la monografia descrita
en la USP 32.

5.2 Objetivos Especificos

Determinar la Exactitud, Precision, y Linealidad detodo Analitico
de Cuantificacion de Acetaminofén Solucién Oral @omatografia
Liquida de Alta Resolucion y Disoluciéon de Acetaafén Tabletas
Masticables por Espectrofotometria UV/VIS, segurFgamacopea de
los Estados Unidos (USP 32).

Determinar si los resultados obtenidos por estedoeéson confiables

para su utilizacion en el Laboratorio NacionaSddud.

Acreditar estas pruebas para posteriores analisisAcetaminofén
Solucion oral y Acetaminofén Tabletas Masticable® gngresen al

Laboratorio Nacional de Salud.

Determinar la variacion de la respuesta del mételtro del mismo
laboratorio, utilizando 2 diferentes: dias, anafisy equipos durante el

ensayo.
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6. HIPOTESIS

El método Analitico de Cuantificacion de Acetam#rof Solucion Oral por

Cromatografia Liquida de Alta Resolucion y Disofucde Acetaminofén Tabletas
Masticables por Espectrofotometria UV/VIS, segurrdamacopea de los Estados
Unidos (USP 32), brinda resultados confiables parauso en el andlisis de

Muestras de medicamentos que contienen este paranfvo.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 UNIVERSO Y MUESTRA

% Muestras de Acetaminofén Solucion oral y Tabletastiwables.

% 1 marca de Acetaminofén solucion oral y tabletasticebles del mismo
lote respectivamente, tomada al azar; utilizandmaltidad especificada
en la metodologia de analisis segun la USP 32.

7.2 MEDIOS

7.2.1 RECURSOS HUMANQOS

+ Autora: Dora Navas.

+ Asesora: Licda. Julia Garcia Bolafios
4+ Coasesora: Licda. Millie Cruz.

+ Revisora: Licda. Aylin Santizo.

+ Personal profesional y técnico del Laboratorio Naal de Salud.

7.2.2 RECURSOS MATERIALES

7221 Materiales y Equipo

Balanza Analitica Mettler

Bafo de ultrasonido

Espectrofotometro UV/VIS Perkin ElImer Lambda 25

Aparato de Disolucién Hanson Research SR8PLUS con

+ & = &

Aparato 2 (Paletas).

+ Cromatografo Liquido de Alta Presion con detedidf/VIS
Merk Hitachi Lachrom y Agilent 1200 Series.

+ Potenciometro Beckman
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+ Columna de 3.9 mm x 30 cm rellena con material Q1§
octadecilsilano) o equivalente.

+ Computadora

Balones aforados de 25mL, 50mL, 100mL, 200mL, 250mL

Pipetas volumétricas de 1mL, 2mL, 3mL, 4mL, 5mLL6m

20mL, y 25mL.

Espatulas

+

Mortero con pistilo

Magnetos

Probetas de 50mL, 100mL, 1000mL.
Beackers de 25mL, 100mL, 250mL y 2500mL.
Erlenmeyer con tapon esmerilado de 25 mL.
Micropipetas.

Jeringas de 25mL.

Equipo para filtracion de solvente

Papel Filtro Whatman No. 20 5

- F F F F F F F F & &

Filtros con tamafio de poro de 0.5 micrémetros oamen

Limpieza de Cristaleriadebe garantizarse una limpieza extrema de la lenitea
usar. Lavar con jabon y enjuagar al menos 10 vesesagua del grifo y una vez

con agua destilada (8).

7.2.2.2 Reactivos
4+ Estandar de Acetaminofén USP
4+ Agua desmineralizada purificada para uso HPLC
4+ Metanol grado HPLC
4+ Fosfato Monobasico de Potasio pH 5,8
4+ NaOH 0,2M
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7.2.2.2.1 Preparacion de Reactivos

» Fosfato de Potasio, Monobasico, 0,2 M Pesar aproximadamente 47,635
g de fosfato monobéasico de potasio gREY) y disolver en 1750 mL de

agua desmineralizada medida con probeta.

* NaOH 0,2M: Pesa aproximadamente 1,6 g de hidroxido de SOHHOH)

y disolver en 200 mL de agua desmineralizada.

* Medio de Disolucion: Solucion Amortiguadora de Fosfto pH 5.8:
Trasvasar a un recipiente apropiado de 7000 mLpQ 1W& de Fosfato
monobdasico de potasio 0,2 M y 250 mL de agua desalinada medidos
con probeta.

Medir 126 mL de NaOH 0,2M con probetas de 100 yr&k0 agregarlos a
una probeta de 1000 mL y llevar a volumen con adgsmineralizada.
Agregar esta solucion al recipiente que contiemsn2000 mL agregados
anteriormente. Luego afiadir 3000 mL de agua desalingda medida con
probeta en el mismo recipiente, teniendo por el srdm 6000 mL de

solucioén.

A estos 6000 mL medir pH. Ajustar a 5.8 con AciasfBrico o Hidroxido
de Sodio. Luego completar el volumen a 7000 mL cagua

desmineralizada utilizando probeta.
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7.3 PROCEDIMIENTO DE ANALISIS

7.3.1 VALORACION DE PRINCIPIO ACTIVO EN SOLUCION ORAL DE
ACETAMINOFEN (7)

Fase Movil: Preparar una mezcla desgasificada adecuada dey agetanol

(3:1). Hacer ajustes si fuera necesario.

Preparacion del estandar: Disolver una cantidad pesada con exactitud de
estandar de Acetaminofén USP en Fase mévil pasmebtina solucion con

una concentracion conocida de aproximadamentendgdilL.

Preparacion de Valoracion: Transferir a un matraz volumétrico de 250
mL un volumen de Solucion Oral medido con exactitgde equivalga
aproximadamente a 500 mg de acetaminofén, diluiplamen con Fase
Moévil y mezclar. Transferir 5,0 mL de esta soluce un segundo matraz
volumétrico de 250 mL, diluir a volumen con Fase I mezclar.
Transferir 25,0 mL de esta solucion a un matrazmélrico de 100 mL,
diluir a volumen con Fase Mdvil y mezclar. Pasan yorcion de esta
solucion a través de un filtro con un tamafo deo g 0.5um o menor y
descartar los primeros 10 mL del filtrado. Usdiilghdo transparente como

Preparacion de valoracion.

Sistema Cromatografico: Equipar un cromatégrafo de liquidos con un
detector a 243 nm y una columna de 3,9 mm x 30a@na con material
L1. La velocidad de flujo es de aproximadamente rh]5 por minuto.
Inyectar en el cromatografo I®reparacion estandary registrar el
cromatograma segun se indica en el procedimiemtoeficiencia de la
columna no es menor de 1000 platos tedricos; ébrfate asimetria no es
mayor de 2; y la desviacion estandar relativa payacciones repetidas no

es mas de 2.0%.
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Procedimiento:  Inyectar por separado en el cromatografo volimenes
iguales (aproximadamente 10 microlitros) de la Bragon estandar y de la
Preparacion de valoracion, registrar los cromatogse y medir las
respuestas correspondientes a los picos princip@idsular la cantidad, en
mg, de Acetaminofén en cada mL de Solucion orakhttanpor la formula:

50 000 (C/V) (#/rs), en donde C es la concentracion, en mg por mL, de
Estandar de Acetaminofén USP en la PreparaciondzstaV es el volumen,

en mL, de Solucion Oral tomada; y, ry rs son las respuestas
correspondientes a los picos de Acetaminofén afesnia partir de la

Preparacion de valoracion y de la Preparacion éstarespectivamente.

Criterios de Aceptacion: La Solucion Oral de Acetaminofén contiene no
menos de 90,0 por ciento y no mas de 110,0 potcciéa la cantidad de

Acetaminofén declarada en la etiqueta (7).

7.3.1.1 ADECUACION DEL SISTEMA
Primero se realiza la adecuacion del sistema (systatability), que

esta diseflado para determinar la efectividad dgpéaacion del sistema
analitico y del equipo con el método, antes deuskrado. Para esto se
debe dejar estabilizando el equipo con todas lasidnes y pardmetros
indicados del método, luego que ya se tiene ura lbase bien estable, se
procede con las inyecciones del estandar de refardal método.

Se realizard inyectdndo 6 veces repetidas el estéad100% de la

concentracion de trabajo.

Criterio de Aceptacion:
El Coeficiente de Variacion tiene que ser menguali a 3%.
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7.3.1.2 PARAMETROS A EVALUAR EN LA CUANTIFICACION DEL
PRINCIPIO ACTIVO
+ Linealidad
+ Exactitud

+ Precision
NOTA: Inyectar un blanco (diluyente) antes de evaluaagadametro.

7.3.1.2.1 LINEALIDAD DEL SISTEMA
Se determinard construyendo una curva de caldraci
(concentracion vrs. area) con un rango de conasairale 50% - 150%,
utilizando 5 niveles de concentracion: 50%, 75%)%0125% y 150%;

con diluciones preparadas a partir de solucién enpdr duplicado (7).

Procedimiento: Pesar por duplicado una cantidad entre 11.25518g

de estandar de Acetaminofén USP (equivalente a GrigimL

aproximadamente), transferir estas pesadas alan bforado de 100.0
mL, agregar aproximadamente unos 50 mL de faselmdedlocar en

ultrasonido durante unos 2 minutos, esperar a dulealén llegue a
temperatura ambiente luego aforar con el mismoestdy tapar y agitar.
Estas seran consideradas soluciones madres A yeBcaba solucion
madre tome las alicuotas correspondientes paranarepna gama de 5
soluciones. Mida alicuotas de los siguientes valaeeD, 3.0, 4.0, 5.0y
6.0 mL y cologuelas en sus respectivos balonesa@bsr de 50 mL y

llevar a volumen con fase movil.

Determinar el area de las 10 soluciones, previzustgon del sistema,
inyectando las muestras correspondientes a cadzmiacion. Realizar
la grafica colocando el promedio de cada concedirade las soluciones
sobre el eje horizontal (x) y las respuestas dsirumento en el eje

vertical (y) y encontrar la ecuacion ymx + b (21).
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Criterios de Aceptacion:

+ rmayor oigual a 0.999
4+ r’ mayor o igual a 0.998
+ b<0.03

Donde:

r = Coeficiente de correlacioms (& raiz cuadrada del coeficiente de
determinacion). Es una medida del grado de asociaentre las

mediciones y la concentracién del analito.

’r=  Coeficiente de determinacion (mide la exadtiton la que se ajusta

la curva de regresion a los valores experimentidgs.
b = Intercepto de lzek.

m = Pendiente de laadetl).

7.3.1.2.2 EXACTITUD Y LINEALIDAD DEL METODO
La exactitud sera evaluada utilizando nueve deteciones, sobre
tres niveles de concentracion, cubriendo el internespecificado (es
decir, tres concentraciones y tres determinacioepetidas de cada
concentracion) con concentraciones de 100%, 125%5@% de la

concentracion normal de trabajo del método.

Procedimiento: Medir una cantidad de muestra que equivalga
aproximadamente a 500 mg de acetaminofén (estalss@@ncentracion
de trabajo al 100%) y transferir a 9 balones volne®s de 250 mL.
Enriquecer 3 de estos balones con una cantidadeesacana a 25 mg de
estandar de Acetaminofén USP para obtener la ctacén al 125%.
Enriquecer otros 3 balones con una cantidad exastzana a 50 mg de
estandar de acetaminofén USP para obtener la doacém al 150%.
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Una vez enriquecidas todas las muestras, diluol@awen con Fase Movil
los 9 balones y mezclar. Transferir 5.0 mL de estacién a un matraz
volumétrico de 250 mL, diluir a volumen con Faseving mezclar.

Transferir 25,0 mL de esta solucion a un matrazmeékrico de 100 mL,
diluir a volumen con Fase movil y mezclar. Pasaa porcion de esta
solucion a traves de un filtro con un tamafio d® plar 0.5 micrémetros o
menor y descartar los primeros 10 mL del filtradsar el filtrado para

determinar el area de las 9 soluciones, previausdgm del sistema.

El orden de las inyecciones es el siguiente: eataatl 100% (es el
estandar que se utilizd en la adecuacion del sigtemuestra al 100%,
125% y 150%; estandar al 100%, muestra al 100%%1£5150%;

estandar al 100%, muestra al 100%, 125% y 150%atera que se lean

las 9 muestras preparadas (7, 8).

Calcular el % de Recuperacién con la férmula:

% Rec.= [concentracidn determinada/concentracion mada] * 100%

Donde:
+ Concentracion determinada = concentracion (mg/mL) eterminada

de la muestra a partir de la siguiente ecuacion:
Concentracion de la muestra = area de la muestraRF
Si RF = (mg de St. * factale dilucion * pureza del St)/area del St.

RF = factor de respuesta
St = estandar
Y
4+ Concentracion tedérica = mg tomados de la muestra factor de

dilucion
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Promediar el porcentaje deipecacion de las nueve determinaciones y
calcular el Coeficiente de Variacion. Realizar ugfica colocando el
promedio de las concentraciones pesadas sobree éhogjzontal (x) y el
promedio de las concentraciones determinadas ermjeelvertical (y).
Encontrar la ecuacion=mx + b

CRITERIOS DE ACEPTACION
4+ Productos terminados: Valoracion 98% - 102% depe@acion
+ CV.<2.0%
+ b<0.03
+ m>0.95

7.3.1.2.3 PRECISION DEL SISTEMA
Se calcula con los resultados de la adecuacion sd#ema,
preparando una soluciéon con estandar de acetamiradfd00% de la
concentracion de trabajo, e inyectandola 6 vecesjig verificacion de
linea base estable.
Evaluar los resultados segun la desviacion estapdarcoeficiente de
variacion obtenidos (8).

CRITERIOS DE ACEPTACION
C.V.<3.0%

7.3.1.2.4 PRECISION DEL METODO
La precision de un método analitico se determiadiamte el analisis
de un numero suficiente de alicuotas de una muéstmaogénea que
permita calcular estadisticamente estimacionesiaglde la desviacion

estandar o de la desviacion estandar relativai@iesfe de variacion). Se
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debe evaluar con los resultados de repetibilidgategision intermedia

obtenidos.

+

REPETIBILIDAD: Se determinara realizando un minimo de 6
replicados al 100% de la concentracién de trabajoum mismo
analista, en la misma muestra homogénea y en elores|uipo, el
mismo dia.

Calcular preparando 6 muestras del mismo lote segun
procedimiento. El orden de las inyecciones es igliente:
estandar (es el estandar que se utilizd en la adiécu del
sistema), muestra 1, estandar, muestra 2, estandastra 3,
estandar, muestra 4, estandar, muestra 6, estamdastra 6.
Adecuar el sistema antes de la evaluacion.

Evaluar los resultados segun la desviacién estandbcoeficiente

de variacion obtenidos.

PRECISION INTERMEDIA: Se determinarda realizando un
minimo de seis determinaciones al 100% de la cdra®on de

trabajo; utilizando 2 diferentes: dias, analistas|yipos.

CRITERIOS DE ACEPTACION
CV.<2.0%
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7.3.2 VALORACION DE PRINCIPIO ACTIVO EN TABLETAS
MASTICABLES DE ACETAMINOFEN

Disolucion:
+ Aparato: Aparato 2 (paletas) USP 31
+ Medio: solucion amortiguadora de fosfato de pH 5,8
+ Volumen: 900 mL

+ Temperatura: 37°C+0.5°C
+ Velocidad: 75 rpm

+ Tiempo: 45 minutos

Procedimiento:  Determinar la cantidad disuelta de acetaminofen
empleando la absorcion UV a la longitud de ondand&ima absorbancia,
aproximadamente a 243 nm, en porciones filtradda delucion en analisis,

si fuera necesario diluidas adecuadamente cdvieelio de Disolucionen
comparacion con una Solucién estandar con una ntracén conocida de

Estandar de Acetaminofén USP en el misviedlio.

Tolerancias: No menos d&5% (Q)de la cantidad declarada en la etiqueta

se disuelve en 45 minutos (7,8).

7.3.2.1 PARAMETROS A EVALUAR EN LA DISOLUCION
En la prueba de disolucién se debe evaluar la $éecidel sistema y del
método.

7.3.2.1.1 PRECISION DEL SISTEMA
Se debe calcular leyendo la solucion estandar 5esveen el

espectrofotometro UV/VIS a utilizar, segun el métae analisis.
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7.3.2.1.2 PRECISION DEL METODO
Se debe calcular con los datos obtenidos en lailbdjplad y en la precision
intermedia.

+ REPETIBILIDAD: Se determina realizando la disolucién de 6
tabletas masticables de acetaminofén como lo irglicaétodo. Tomar
alicuotas de cada vaso de disolucién, diluirlasna goncentracion
aproximada a la preparacion de la solucion estarnydaacer 6 lecturas
de cada una.

+ PRECISION INTERMEDIA: Se establece realizando la disolucién
de 6 tabletas por andlisis; utilizando 2 diferentdas, analistas y

equipos.

CRITERIOS DE ACEPTACION
CV < 3,0% para métodos empleados en disolucion (7,8).

QUINICA FARMACEUTICA - 36



INFORME DE TESIS LNL

LABDRATORIO NACIONAL
DE SALUD

8. RESULTADOS

8.1 RESULTADOS DE LA VERIFICACION DEL METODO ANALITICO  DE CUANTIFICACION DE
ACETAMINOEEN SOLUCION ORAL POR CROMATOGRAFIA LIQUID A DE ALTA PRESION

8.1.1 ADECUACION DEL SISTEMA

Acetaminofén Solucién Oral
Lote No. 80176 Exp: 08/2011
Concentracion: 120mg/ 5ml

Pureza Std de Acetaminofén USP
Lote No. J2C423
99.6%

Std Acetaminofén USP

[1= 13.4 mg/200mL * 4mL/50mL* 99.6% = 0.01067 ffmL Tabla No. 1
o L ADECUACION DEL SISTEMA
. 0
Criterio de Aceptacién: CV < 3.0% AREAS DE STD.

. , _— ST.1 21535¢
Equipo: Cromatografo Liquido ST 21532"
de Alta Resolucion Merck ST ¢ 21E19¢

. . . . ST ¢ 21530:
Hitachi Lachrom Clasico, No 3. STS 516014
Fecha: 19/03/2009 ST6 215808

Promedio 215499.6667
Analista 1: Dora Navas Des\. Sid. 329.850066
CV 0.153062913
8.1.2 LINEALIDAD
Se trabaj6 con 2 soluciones madre:
A \ B
13.4 mg/100 mL | 13.4 mg/100 mL

De cada solucion madre se tomaron alicuotas d8,24, 5 y 6mL diluidos en 50mL
correspondientes a 50%, 75%, 100%, 125% y 150&bkeentracion.
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Tabla No. 2
Se obtuvieron los siguientes resultados: X Y
[]1A mg/mL Area A [1B mg/mL Area B Promedio [] | Promedio Area
50% 0.00533856 104226 0.00533856 102456 | 0.00533856 103341.0
75% 0.00800784 159177 0.00800784 155201 | 0.00800784 157189.0
100% 0.0106771 21709: 0.0106771 21231¢ 0.01067712 214703.5
125% 0.0133464 276000 0.0133464 266586 0.0133464 271293.0
150% 0.01€0156¢ 32721( 0.0160156 32498 0.01601568 326096.5
Promedio Area
Area A Area B (AyB) DESV. STD. cVv
104226 102456 103341 1251.579008 1.211115683
159177 155201 157189 2811.45656Q 1.788583528
217091 212316 214704 3376.43488 1.572603558
276000 266586 271293 6656.703238 2.4536951)
327210 324983 326097 1574.72680P 0.482902086
PROMEDIO
1.501779994 CcVv
[1=Concentracion CV = Coeficiente de aaidn

Std = Estandar Desv. Std = Desviacion estandar

Se promediaron los resultados de las areas dellasanes A y B para Verificar que el Coeficiente
de Variacion (CV) fuera 2%.

Linealidad (con todos los valores experimentaleshn estos valores se realiza la curva de
calibracion (concentracion vrs. Area) con el radgaoncentracion de 50% - 15@¥%n diluciones

preparadas a partir de la solucion madre del estdgut duplicado.

Tabla No. 3
Concentracion Area
50% 0.00533856 104226
75% 0.00800784 159177
100% 0.01067712 217091
1259% 0.0133464 276000
150% 0.01601568 327210
50% 0.00533856 102456
75% 0.00800784 155201
100% 0.01067712 212316
125% 0.0133464 266586
150% 0.01601568 324983
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Gréfica No. 1
LINEALIDAD
350000
y=2E+07x - 9321.4
300000 - 5
R” =0.9988
< 250000 -
)
= 200000 -
g 150000 -
< 100000 -
50000 -
O T T T T T T T T
0 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0.012 0.014 0.016 0.018
Concentracion en mg/mL
Criterios de Aceptacion: Donde:
» rmayor o igual a 0.999 e 1 = Coeficiente de correlacion
> r? mayor o igual a 0.998 or’= Coeficiente de determinacion
» b<0.03 e b = intercepto de la linea (21)
RESULTADOS:
+ = 0.99939982
4+ r?=0.9988

+ b =(9321.40/326096.5) = 0.028585

Analista 1 : Dora Navas

Tanto el coeficiente de determinacion (r2), comd\edlisis de varianza, indican que la

regresion (Linealidad) es significativa (p<0.000Q%g¢r Anexo No. 4 Evaluacion Estadistica de la

recta obtenida para la Linealidad; Tabla No. 26).
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8.1.3 EXACTITUD

Std Acetaminofén USP
[1= 13.4 mg/100mL * 4mL/50mL* 99.6% = 0.010677 mg/mL
La exactitud se evalu6 utilizando nueve determoraes de la muestra, sobre tres niveles

de concentracion, enriqueciendo con estandar defgnofén USP las concentraciones
de 125% y 150%.

Tabla No. 4
AREAS DE MUESTRAS
Muestras A B C
100% 197171 196907 191968
125% 20380« 20689 20689:
150% 212413 217003 220481

% Recuperacion= [concentracion determinada/concengcion tedrica] * 100%
Donde:
+ Concentracion determinada = concentracion (mg/mL) dterminada de la
muestra a partir de la siguiente ecuacion:
Concentracion de la muestra = area de la muestraRF
RF = (mg de St. * factor d#lucion * pureza del St)/area del St.
RF = factor de respuesta

St = estandar

+ Concentracién tedrica = mg tomados de la muestrafactor de dilucion (8)
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RF = (13.4mg/100mL * 4mL/50mL * 99.6%)/ area del Gt TablaNo.5
Std Exactitud | Area Std
Std A 221408
Std B 220037
SdC 22365:
Tabla No. 6
[ ] Determinada
RF 100% 125% 150%
A 4.8224F-08|0.00950830| 0.00982812 |0.01024332| A
B 4.8524E-08|0.00955473| 0.01003934 |0.01052987 | B
C 4.7740E-08|0.00916451| 0.00987698 |0.01052571 |C
promedio | 0.009409184 0.009914817 | 0.010432974
desv. Std | 0.000213160 0.000110579 | 0.000164252
PROMEDIO
cv 2265449386 1115287658 | 1.5743497] 1.65169560(  CV

desv. St= Desviacion estandar
CV = Coeficiente de variacion
[ ] = Concentracion

Nota: el contenido de acetaminofén en la solucidmral se calculo con los datos de la
repetibilidad que es de 98.34% equivalente a 118 fggmL.
Tabla No. 7
EQUIVALENTE DE ACETAMINOFEN EN
VOLUMEN DE MUESTRA EN mL mg
A B C A B C
100% 20 20 20 472 472 472
125% 20 20 20 472 472 472
150% 20 20 20 472 472 472
Tabla No. 8
ESTANDAR ADICIONADO EN mg
A B C
100% 0 0 0
125% 24.¢ 24.7 26.2
150% 50.5 49.: 49.7

Factor de dilucion: mg muestra/250mL*5mL/250mL* 25/100mL

Nota: Para las muestras de 125% y 150%, se sunsamdode acetaminofén tomados de la
muestra mas el estandar que se adiciono, luegailéiplina por el factor de dilucion.
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Tabla No. 9

[ ] tedrica 100% 125% 150%

A 0.00944 0.009936  0.010446

B 0.00944 0.009934  0.010426

C 0.00944 0.009964  0.010434
promedio 0.00944  0.009944667 0.01043533
desv. Std 0.000000000 0.0000167730.000010066

PROMEDIO

C.V. 0.00000000(  0.16866321]0.09646501f 0.08837607¢ cVv

% DE RECUPERACION = [ ] determinada/ [ ] tedrica X 100

Tabla No. 10

% DE RECUPERACION

100.72355511A

100% 101.2154374B

97.08169941C

98.91427932A

125% 101.0604751B

99.12666683C

98.0598156TA

150% 100.99633459B

100.87902171C
PROMEDIO 99.78414279
Desv. Std. 1.528632315
CV 1.531939116

Tabla No. 11

Concentracion Tomada Concentracion
(tedrica) Determinada
0.00944 0.0095083
0.00944 0.00955474
0.00944 0.00916451
0.009936 0.00982812
0.009934 0.01003935
0.009964 0.00987698
0.010446 0.01024333
0.010426 0.01052988
0.010434 0.01052572

QAMICA FARMACEATICA

ACIONAL
o



INFORME DE TESIS LNL

LABDRATORIO NACIONAL
E SALUD

Gréafica No. 2

EXACTITUD

0.0106
0.0104 - y = 1.025x - 0.0003
0.0102 | R? = 0.897

0.01 A
0.0098 -
0.0096 - s
0.0094 -
0.0092 -| .
= 0.009 T T T T ‘ ‘
0.0092 0.0094 0.0096 0.0098 0.01 0.0102 0.0104 0.0106

Determinada en mg/mL

[] Teérica en mg/mL

Criterios de Aceptacion:

» Productos terminados: Valoracion 98% - 102% depe@cion

» CV<2%

> b<0.03

» m>0.95 (7, 8)

RESULTADOS

+ % Recuperacion = 99.78%
+ CV=153%
+ b= 0.0003
+ m= 1.0285

Analista 1 : Dora Navas

Se obtuvo un Intervalo de Confianza del 95% pargreimedio del porcentaje de

recuperacion con la distribucion t de Student 6@8.— 100.959%Ver Anexo No. 4 Prueba
de t de Student para evaluar la Exactitud; TablaZMpGrafica No. 19).

La prueba indica que no existe diferencia signifiea entre el promedio del % de

recuperacion obtenido y el 100% esperado (p=0.636)Anexo No. 4 Prueba de t de Student

para evaluar la Exactitud).
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8.1.4 PRECISION

Tabla No. 12
8.1.4.1 PRECISION DEL SISTEMA PRECISION DEL SISTEMA
AREAS DE STD.
i ST.1 215358
Std. Acetaminofén USP
' ST 2 215323
[]= 13.4 mg/100mL * 4mL/50mL* 99.6% = 0.0106@®/mL [ ST 3 215193
ST ¢ 21530:
Criterio de Aceptacion: CV < 3.0% STS 216014
ST6 215808
Promedio 215499.6667
Desv. St 329.8500669
cV 0.153062913

8.1.4.2 PRECISION DEL METODO

Se realiz6 utilizando la formula: 50 000 (C/V) (k, / rs),

Donde:
» C =la concentracion, en mg por mL, de Estandakagaminofén USP en
la Preparacion estandar;
» V = el volumen, en mL, de Solucion oral tomada;
» ry, Yy I = las respuestas correspondiente a los picos dearmoefén
obtenidas a partir de la preparacion de la valoragi de la preparacion

estandar, respectivamente. (7)

C =13.4 mg/100mL * 4mL/50mL* 99.6% = 0.010677 mg/mL

V= 20mL
Tabla No. 13
Equivalente a mg de
Volumen de muestra en mL Acetaminofén
MX 1 20 472
MX 2 20 472
MX 3 20 472
MX 4 20 472
MX 5 2C 472
MX 6 2C 472
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Tabla No. 14
MUESTRAS ]
Std Acetaminofén AREAS [1100% AREAS
Std 1 217002 MX1 189837
Std 2 221516 MX 2 196858
Std 3 222217 MX 3 197524
Std 4 222662 MX 4 195715
Std 5 220248 MX'5 196898
Std 6 224850 MX 6 197843
Tabla No. 15
% e
MUESTRAS | ACETAMINOFEN
MX 1 97.29694469
Criterio de Aceptacion MX 2 98.83938744
CV< 2% MX 3 08.86092481 REPETIBILIDAD
MX 4 97.75975032
MX 5 99.4286192
MX 6 97.86105067
PROMEDIO 08.34111287
DESV 0.819741609
cVv 0.833569587

Analista 1: Dora Navas
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8.1.5 PRECISION INTERMEDIA (Se vari6 equipo, dia y analista).
8.1.5.1 PRECISION INTERMEDIA DEL SISTEMA
Tabla No. 16
ADECUACION DEL
Pureza Std USP de Acetaminofé SISTEMA
99.6% AREAS DE S1D.
ST.1 24074¢
L ST ¢ 24088t
Std Acetaminofén USP ST - 24047
ST ¢ 24365¢
= * * 0% =
[1= 13.3 mg/100mL * 4mL/50mL* 99.6% = 0.0105%¥ thg/mL STS 543291
L o ST¢ 24273
Criterio de Aceptacién: CV < 3.0% Promedio 542298
Desv. St 1220.906047
) i o CVv 0.503886147
Equipo: Cromatografo Liquido
de Alta Resoluciéon Merck
Hitachi Lachrom Clasico, No 2.
Fecha: 25/03/2009
Analista 2: Doris Solis.
8.1.5.2 PRECISION INTERMEDIA DEL METODO

C =13.3 mg/100mL * 4mL/50mL* 99.6% = 0.01059744 mg/mL

V= 20mL
Tabla No. 17
Equivalente a mg de
Volumen de muestra en mL Acetaminofén
MX 1 20 472
MX 2 20 472
MX 3 20 472
MX 4 20 472
MX 5 2C 472
MX 6 20 472
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Tabla No. 18
MUESTRAS )
St Acetaminofén AREAS [1100% AREAS
St 2 243839 MX 2 216650
St3 243619 MX 3 211487
St 4 241297 MX 4 213992
St € 23856! MX 6 210935
Tabla No. 19
% e
MUESTRAS | ACETAMINOFEN
MX 1 98.84585318
Criterio de Aceptacion MX2 98.08108424
CV< 2% MX 3 95.83016895 PRECISION
MX 4 97.89834470 INTERMEDIA
MX 5 97.93974864
MX 6 97.60490705
PROMEDIO 97.70001779
DESV 1.006015462
CVv 1.029698341

Analista 2: Doris Solis.
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8.1.6 COMPARACION ENTRE ANALISTAS

Tabla No. 20
ANALISTA 1 ANALISTA 2
MX 1 97.29694469 98.84585318
MX 2 98.83938744 98.08108424
MX 3 98.86092481 95.83016895
MX 4 97.75975032 97.8983447
MX 5 99.42861928 97.93974864
MX 6 97.8610506 97.6049070
PROMEDIO 98.34111287 97.70001779
DESV 0.81974160 1.00601546
CV 0.833569587 1.029698341

Se realiz6 un andlisis dede Student entre analistas (prueba pareada)y se encontrd
gue no existe diferencia significativa entre losletas (p=0.3572) lo que indica que

probablemente hay buena precisién entre analist&sAnexo No. 4 t de Student entre analistas
(prueba pareada); Tabla No. 28).
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8.2 RESULTADOS DE LA VERIFICACION DEL METODO ANALITICO  DE DISOLUCION DE
ACETAMINOFEN TABLETAS MASTICABLES POR ESPECTROFOTOM ETRIA UV/VIS

8.2.1 PRECISION

Acetaminofén Tabletas Masticables
. Lote No. 8CFT33 Exp: 05/2011
8.2.1.1 PRECISION DEL SISTEMA Concentracion: 80mg/ta[
Pureza Std USP de Acetaminofén
99.6%
Std Acetaminofén USP Tabla No. 21
[1= 13.1 mg/100mL * 4mL/50mL* 99.6% = 0.0104380g/mL STD. ACETAMINOFEN
USP
Criterio de Aceptacion: CV < 3.0% lectura 1 0.66920
lectura : 0.6691¢
Equipo: Espectrofotometro UV/VIS lectura { 0.6689:

_ lectura ¢ 0.6711!
Perkin ElImer Lambda 25 No.5 vy lectura 5 067178
Disolutor Hanson Research No. 1 PROMEDIO 0.67005

Desv. Std 0.001328672
Fecha: 27/03/2009 cVv 0.198293904
Analista 1 : Dora Navas
8.2.1.2 PRECISION DEL METODO

Tabla No. 22
VASO1 VASO2 VASO3 VASO4 VASO5 VASO6

lectura 1 0.75173 0.74662 0.74854 0.71105 0.75009 0.73332
lectura 2 0.75116 0.7462 0.75168 0.70506 0.74606 0.73278
lectura 3 0.75398 0.74604 0.75061 0.70743 0.74822 0.7311
lectura 4 0.75242 0.74597 0.74989 0.70733 0.74878 0.73251
lectura 5 0.75251 0.74589 0.74961 0.70718 0.74819 0.7334
lectura 6 0.75229 0.74523 0.74954 0.70657 0.74629 0.73102
PROMEDIO 0.752348333 | 0.74599167 | 0.74997833 | 0.70743667 | 0.747938333 0.732355
DESVST 0.000947785| 0.0004542 | 0.00106762 | 0.00197652 | 0.001531397 | 0.001056896
CVv 0.125976904 | 0.06088525 | 0.14235371 | 0.27939163 | 0.204749095 | 0.144314765

desv. Std = Desviacién estandar | gesy. Std. 0.001172403
CV = Coeficiente de Variacion CV Promedio |0.159611893
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8.2.2 PRECISION INTERMEDIA

8.2.2.1 PRECISION INTERMEDIA DEL SISTEMA

Tabla No. 23
Pureza Std USP de Acetaminofén STD. ACETAMINOFEN
99.6% USP
lectura 1 0.6780b
o lectura 2 0.67813
Std Acetaminofén USP lectura 3 0.6780D
lectura ¢ 0.6779:
[1= 13.2 mg/100mL * 4mL/50mL* 99.6% &.01051776 mg/mL lectura 5 0.67818
o y PROMEDIO 0.67806
Criterio de Aceptacmn: CV<L3.0% DESVST 9.98499E-0b
CVv 0.014725862
Equipo: Espectrofotometro UV/VIS
Perkin Elmer Lambda 25 No.3 vy
Disolutor Pharma Alliance Group No. 5
Fecha: 1/04/2009
Analista 2: Doris Solis.
8.2.2.2 PRECISION INTERMEDIA DEL METODO
Tabla No. 24
VASO1 VASO2 VASO3 VASO4 VASO5 VASO 6
lectura 1 0.7170L 0.72354 0.73129 0.72506 0.74302 0.71624
lectura 2 0.71676 0.72375 0.73077 0.72516 0.74261 0.71619
lectura 3 0.71700 0.72337 0.73061 0.72515 0.74273 0.71628
lectura 4 0.71700 0.72357 0.73043 0.72539 0.74235 0.71641
lectura 5 0.71720 0.72357 0.73023 0.72515 0.74275 0.71679
lectura ¢ 0.7170¢ 0.7225: 0.7302 0.7253: 0.7429: 0.7165:
PROMEDIO 0.7170383330.72338833 0.7306 0.72520333 0.7427316670.716406667
DESVST 0.00015367[70.00043747 0.00039492 0.00012193 0.0002380270.00022491%
CcVv 0.021432209 0.0604746 0.05405389 0.01681307 0.032047457 0.03139485
desv. Std. = 0.000261822
CV Promedio= 0.036036012
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8.2.3 COMPARACION ENTRE ANALISTAS

(s

LABDRATORIO NAGIONAL
DE SaLU

Factor de [] muestra
dilucién 80 maltal

Q = (Promedio Lect. Vaso / Promedio Lect. Estantiff)estandar) * (900 * 25/3) / 80 * 100 = ¥

(7.8)

Tabla No. 25
ANALISTA 1 | ANALISTA 2

tab.1 109.87588 104.2725664
tab.2 108.94752 105.1959909
tab.3 109.52975 106.2447201
tab.4 103.31680 105.4599304
tab.5 109.23182 108.0089214
tab.6 106.95597 104.1807087
deESV. Std | 2.501727787 1.426078742
PROMEDIO

Q 107.97629 105.56047

CV 2.316923229 1.35095903

Tolerancias: No menos d&5% (Q)de la cantidad declarada en la etiqueta se diseelve

45 minutos (7).
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DISCUSION DE RESULTADOS

Previo a realizar la verificacion del método, saled la columna a utilizar,
determinando la cantidad de platos tedricos deisanay el resultado fue satisfactorio,
ya que se obtuvo mas de 1000 platos tedrieessAnexo No. 3) lo que indica que la
columna utilizada tiene las condiciones Optimas [gr uso, el factor de simetria fue
menor de 2.QVer anexo No. 3)encontrdndose dentro del rango aceptado. Papatte,
el equipo utilizado en el estudio tuvo una calilirag verificacion constante por parte
de personal calificado, lo cual asegura que logpegLestaban funcionando de manera

adecuadaver anexo No. 1).

En la evaluacion de cada uno de los parametrostiBed uEstandar de
Acetaminofén USP vigente con una pureza de 99.6%hugstras de Acetaminofén
Solucion Oral y Tabletas Masticables de 120 mg/5m80 mg/tab del mismo lote

respectivamente.

En la Verificacion del Método Analitico de Cuartdcion de Acetaminofén
Solucién Oral por Cromatografia Liquida de Alta $#a, se realiz6 una adecuacion
del sistema, utilizando para ello 6 lecturas deestandar de Acetaminofén USP al
100% de la concentracion de trabajo (0.01 mg/ik) Tabla No. 1). La adecuacion fue
satisfactoria, ya que el coeficiente de variacioW)(se encontré en 0.153% por debajo

del maximo permitido (3%).

Para el Parametro de Linealidad, se utilizaronl@cgmnes madre de estandares,
las cuales fueron preparadas a concentracioneS0#egl 75%, 100%, 125% y 150% de
trabajo(ver Tabla No. 2) y con las mismas se realizé una curva de calimgger Tabla
No. 3), la cual dio un coeficiente de correlacion (r) d@9994, lo que indica que hay
fuerte relacion entre las mediciones y las coneeitnes del analito. El coeficiente de
determinacién @) obtenido (0.99990) demuestra que la curva deesifyt se ajusta a
los valores experimentales de las mediciones afdeni El intercepto de la linea (b)
cumplio con el criterio de aceptacion, ya que suitado fue de 0.0285, y el esperado
debia ser €©.03(Ver Gréfica No. 1).
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Tanto el coeficiente de determinacion (r2), comArglisis de varianza, indican que la
regresion (linealidad) es significativa (p<0.00Q@gr Anexo No. 4y Tabla No. 26).

El parametro de Exactitud se evaltiizando nueve determinaciones, sobre
tres niveles de concentracion (es decir, tres cdra@ones y tres determinaciones
repetidas de cada concentracién) con concentracideel00%, 125% y 150% de la
concentracion normal de trabajo del método Tabla No. 4, 6, 9). EIl método demuestra
ser exacto ya que al analizar soluciones de muestes cuales se les agregé una
cantidad conocida de Estandar de Acetaminofén W&Prabla No. 8 Se obtuvo un
porcentaje de recuperacion del principio activor8%, con una desviacion estandar

de 1.53% por lo que hay concordancia entre el \@tperimental y el valor verdadero
(Ver Tabla No. 10 y Grafica No. 2).

Se obtuvo un Intervalo de Confianza del 95% parpremedio del porcentaje de

recuperacion con la distribucion t de Student 6988: 100.95%Ver Anexo No. 4 Prueba
de t de Student para evaluar la Exactitud y Talla2Y).

La prueba indica que no existe diferencia signifigaentre el promedio del % de

recuperacion obtenido y el 100% esperado (p=0.686),Anexo No. 4 Prueba de t de

Student para evaluar la Exactitud).

En el andlisis de la pendiente y del interceptopwsede ver que la pendiente (m) no
difiere significativamente de 1.00 (p=0.8544) lecegndica que el método es exacto y
tiene buena sensibilidad (detecta lo que se agesgla misma cantidad y proporcion).
El intercepto (b) no difiere significativamente @.00 (p=0.4212) lo que indica que no
hay un fondo o interferencia por lo tanto es esecfver Anexo No. 4 y Tabla No. 28).

Ademas, se puede establecer la precision del mgbodonedio del intervalo de
confianza (del 95%), que se indica en la tgéa anexo 4, Tabla No. 28 y Grafica No. 19),
dicho intervalo corresponde a dos ecuaciones (ufieaior y otra superior), dentro de
las cuales se pueden predecir los valores que daétddo cuando se conoce la
concentracion del estdndar. Mientras mas estreeh@! Intervalo de Confianza mejor

precision.

QUINICA FARMACEUTICA - 83




INFORME DE TESIS LNl

LABORATORIO NAGCIONAL
DE BALUD

En la evaluacion de la precision del Sistema unsmai solucion estandar
preparada segun el método fue inyectada 6 veeaedsstraron las areas y se calculo
el coeficiente de variacion (CV) que fue de 0.158%npliendo con el criterio de
aceptacion 8.0%(Ver Tabla No. 12).

En la evaluacién de la precision del método 6 tnagsal 100 % de la
concentracion de trabajo de un mismo lote fuer@pgmadas para la cuantificacion del
principio activo, analizadas por un mismo analighmismo dia, obteniéndose un

coeficiente de variacion de 0.833% cumpliendo daeriterio de aceptacion (2.0%)
(Ver Tabla No. 14 y 15).

También se evalud la Precisién Intermedia, pregird muestras al 100% de la
concentracion de trabajo de un mismo lote analz@da un analista distinto, diferente
dia y equipo. Se obtuvo un coeficiente de variaaénl1.03% cumpliendo con el

criterio de aceptacion (.0%),(Ver Tabla No. 18 y 19).

Se realiz6 un analisis de t de Student entre @asl{prueba pareada)se encontrdé que
no existe diferencia significativa entre los artais(p=0.3572) lo que indica que hay
precision entre analist@ger Anexo No. 4y 29).

Por lo que se puede indicar que el método de @ndlega la cuantificacion de
Acetaminofén Solucion Oral por Cromatografia Lifguide Alta Presion tiene una

precision intermedia adecuada al trabajar en Z2ratifes dias, analistas y equipo
(Ver Tabla No. 20).

En la Verificacion del Método Analitico de Disoldoi de Acetaminofén Tabletas
Masticables por Espectrofotometria UV/VIS, se evdl Precision del Sistema con
una misma solucion estandar preparada segun etdméab 100%) la cual fue leida 5
veces. Donde se obtuvo un coeficiente de variad®®.1983% cumpliendo con el
criterio de aceptaciorkB.0%),(Ver Tabla No. 21).

En la evaluacion de la Precision del Método 6 rmassal 100 % de la
concentracion de trabajo de un mismo lote fuer@pgmadas para la disolucion del

principio activo, analizadas por un mismo analigimismo dia, obteniéndose un
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coeficiente de variacion de 2.32% cumpliendo cooriéério de aceptacion (<.(Bb)
(Ver Tabla No. 25).

También se evalud la Precision Intermedia del Sigteon una misma solucion
estandar preparada segun el método (al 100%) Idwi¢geida 5 veces, esto realizado
por otro analista, en otro equipo en diferente Biende se obtuvo un coeficiente de
variacion de 0.015% cumpliendo con el criterio depaacion £3.0%) (Ver Tabla No. 23).

En la evaluacion de Ila Precision Intermedia detdde@, se prepararon 6
muestras al 100% de la concentracion de trabajondeismo lote analizadas por un
analista distinto, diferente dia y equipo. Se obtun coeficiente de variacion de 1.35%

cumpliendo también con el criterio de aceptacion3@96), (Ver Tabla No. 25). El

método demuestra una precision intermedia satisfaclya que los dos analistas
presentan un Coeficiente de variacion satisfactgriel promedio de la Q en las
disoluciones tiene una buena precision para realizdisolucion de Acetaminofén
Tabletas Masticables por Espectrofotometria UV/€elSrabajar en 2 diferentes dias,

analistas y equipos.

Con los resultados anteriormente presentados sbaique el método Analitico
de Cuantificacion de Acetaminofén Solucién Oral @oomatografia Liquida de Alta
Resolucion y Disolucién de Acetaminofén Tabletastidables por Espectrofotometria
UV/VIS, segun la Farmacopea de los Estados Unid&P(32), ha sido verificado y
cumple con los pardmetros de Linealidad, ExactiRrdcision del Sistema, Precision
del Método y Precisién Intermedia, realizado bkje condiciones especificas.
Brindando resultados confiables para su uso en nélisss de Muestras de

medicamentos que contienen este principio activo.
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CONCLUSIONES

El método para la cuantificacion de Acetaminoféiu@o6n Oral y la Disolucién de
Acetaminofén Tabletas Masticables cumple con laguegmientos y criterios
establecidos en la monografia descrita en la USPpB82 lo que los resultados
obtenidos son seguros y confiables para institwidmo un método de analisis
estandarizado para su utilizacion en el Laboratbidcional de Salud, realizado

bajo las condiciones establecidas en el presetudies

El método es lineal. El &rea en unidades de bbsora, obtenida en cada nivel de
concentracion es proporcional a dicha concentracyomsanto el coeficiente de
determinacion (r2), como el Analisis de varianzadidgan que la regresion

(linealidad) es significativa (p<0.00001).

El método es exacto. Lossultados que se obtienen con el mismo concueatas!
valor real. La prueba indica que no existe difel@sgnificativa entre el promedio
del % de recuperacién obtenido y el 100% espenaeid.§30).

El método utilizado cuenta con una precision dstesia aceptable, ya que los
resultados no varian de una manera significatimendo se evallan repetidas veces
muestras homogéneas y se encontré que no existemtfa significativa entre los

analistas (p = 0.3572) lo que indica que hay pi@tisntre ellos.

El método puede ser reproducido por 2 diferenteisdas con la seguridad que los
resultados que se obtengan seran confiables, seynpuando se trabaje bajo las

condiciones especificadas.
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11. RECOMENDACIONES

11.1 Se podria trabajar la precision intermedia con iimero mayor de analistas, para

poder comparar los resultados cuando se variamiagy equipos diferentes.

11.2 Se recomienda que se sigan acreditando mas megbaolde analisis de otros

principios activos que ingresen en el LaboratoraeiNinal de Salud.
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ANEXO NO. 1
CERTIFICADOS DE CALIBRACION DE LOS
EOUIPOS UTILIZADOS
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VERIFICACION DEL ESPECTROFOTOMETRO UV/VIS
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Gréfica No. 6
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INFORME ODE TESLS

ANEXO NO. 4

ANALISIS ESTADISTICO



LIVFORME DFE TESLS N

LABORATORIO NACIONAY
DE SA

Tabla No. 26
Analisis de regresidn:
Resumen

Estadisticas de la regresion
Coeficiente de correlacion ma 099940863
Coeficiente de determinacidn  0.99881761
RA2 ajustado 0.99866982
Error tipico 3044 35887
Obsermvaciones 10
ANALISIS DE VARIANZA
Promedio de
Grados de Suma de los
libertad cuadrados  cuadrados F o

Regresidn 1 6.2634E+10 6.2634E+10 6757 98149 5.3469E-13
Residuos 8 T4144967 4 926812092
Total 9 6.2708E+10

Coeficientes Error tipico  Estadistico t Probabilidad Inferior 95% Superior 95% Inferior 95.0% Superior 95.0%

Intercepcion 9321.4 288813241  -3.2274836 0.01210257 -15981.4496 -2661.35041 -15981.44959 -2661.350407
Concentracidn 20965016.8  255027.325 82.2069431 5.3469E-13 20376922.3 21553111.2 20376922.34  21553111.23
ECUACION: y = 20965016.8x - 9321.4

Tanto el coeficiente de determinacion (), como el Analisis de varianza, indican que la regresion (linealidad) es significativa (p<0.00001)

EXACTITUD

PRUIEBA DE t DE STUDENT PARA EVALUAR LA EXACTITUD
Ho: p = 100%

Si el método es exacto, se espera que el promedio de los porcentajes
de recuperacién no difieran significativamente de 100%

One-sample t test

Variable| Obs Mean Std. Err. Std. Dev. [95% Conf. Interval]
+

varl | 9 00.78414 .5095443 1.528633 98.60913 100.9592

Degrees of freedom: 8

Ho: mean(varl) = 100



INFORME DE TESIS LNL

LABDRATORIO NACIONAL
DE SALUD

Ha: mean < 100 Ha: mean ~= 100 Ha: mean > 100
t= -0.4236 t= -0.4236 t= -0.4236
P<t= 0.3415 P>|t|= 0.6830 P>t= 0.6585

La prueba indica que no existe difergygig siggificativa entre el promedio del % de recuperacion
obtenido y el 100% esperado (p=0.630)

Tabla No. 27

Regresidn para determinar exactitud:

Resumen

Estadisticas de la regresion
Coeficiente de correlacion maltiple  0.94709323
Coeficiente de determinacion R*2  0.89698559

RA2 ajustado 0.88226925
Error tipico 0.00016009
Observaciones 9

ANALISIS DE VARIANZA

(Grados de libertna de cuadradio de los cua F
Regresion 1 1.5622E-06 1.5622E-06 609516588 0.00010648
Residuos T 1.7941E-07 2 HB3E-08
Tatal 8 1.7416E-06

Coeficientes  Ermor fipico  Estadistico t Probabilidad Inferior 95% Superior 95%/nferior 95.0%;5upenor 95.0%

Intercepcidn 0.00026953 0.00130611 -0.20635843 0.842384688 -0.00335799 0.00281894 -0.00335799 0.00231894
Tomada (tedrica) 1.02500198 0.13129009 7.80715433 0.000106481 0.71455047 1.33545348 0.71455047 1.33545348
Ecuacion: y = 1.02500198x - 0.00026953

Tabla No. 28

Analisis de pendiente v de intercepto (Prueba de t de Student):

Pendiente: Ho: b=1.00 t 0190433097
p 0.854374817
La pendiente no difiere significativamente de 1.00 (p=0.8544)
Intercepto: Ho:a=0.0 t 0206358428
p 0.421192344
El intercepto no difiere significativamente de 0.00 (p=0.4212)
FRECISION
Ecuacidn inferior (limite inferior) vy = 071455047 - 0.00335799
Ecuacidn v = 1.02500198x - 0.00026953
Ecuacidn superior (limite superior) v =1.33545348 + 0.002818594
Tomada (tedrica) L. inferior Ecuacidn L. superior
0 -0.00335799 -0.00026953 0.0028189%4
0.00944 0.00338736 0.00940649 0.01542552
_ 0.009936 0.00374178 0.00991489 0.016088
0.009934 0.00374035 0.00991284 0.01608533 I
0.009964 0.00376179 0.0099435%  0.0161254
0.010446 0.0041062 0.01043764 0.01676909
0.010426 0.00409191 0.01041714 0.01674238

0.010434 0.00409763 0.01042534 0.01675306
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Grafica No. 19
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PRECISION

t de Student entre analistas (prueba pareada)

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Tabla No. 29

ANALISTA ANALISTA

1 2

Media 98.3411129 97.7000178
Varianza 0.67197631 1.01206711
Observaciones 6 6
Coeficiente de correlacion de -

Pearson 0.43349822

Diferencia hipotética de las medias 0

Grados de libertad 5

Estadistico t 1.01386485

P(T<=t) una cola 0.17858399

Valor critico de t (una cola) 2.01504918

P(T<=t) dos colas 0.35716797

Valor critico de t (dos colas) 2.57057764

No existe diferencia significativa entre los analistas (p=0.3572),

lo que indica que hay reproducibilidad (precisién entre analistas).
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ANEXO NO. 5
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Foto No.1
Aqui se pueden observan
las muestras utilizadas de
Acetaminofén Solucion
Oral y el Estandar USP
de Acetaminofén.
‘\CETAMH;UFEN E g
LANCASCO LANCASCO 3
3
Foto No. 2

Aqui se pueden observar las muestras ya prepayaddsidas, tanto de la Linealidad, la Exactituday Precision.
Colocadas en balones aforados y cristaleria clageigtaleria con certificado de calibracidn).

Foto No. 3
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Foto No. 4

Este es un Cromatografo Liquido de Alta Resoludiferck Hitachi Lachrom Clasico utilizado en la Cuficacion de
Acetaminofén Solucién Oral. En la foto No. 5 segriebservar el pico de absorbancia del Acetaminaféna longitud de
onda de 243 nm. (Ver graficas en Anexo 3)

Foto No.5
:' ’ ey
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Foto No. 6

Estos son los aparatos de Disoluciéon utilizadoa pmiDisolucion de Acetaminofén Tabletas mastEsbilonde segun la
metodologia de la USP 32 se utilizo como aparato N¢paletas), donde posteriormente las muestariuleidas y

cuantificadas en un Espectrofotometro UV/VIS (foto 8).

g We =W
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Foto No.8

Espectrofotémetro UV/VIS Perkin Elmer, utilizadorgpda cuantificacion de Acetaminofén Tabletas Madties. (Ver
graficas Anexo 2 - Graficas de la 3-18)
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