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Validacion del Método Analitico para la cuantificacion de Aspirina y Acido Salicilico libre
en tabletas de 100 mg por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion.

INTRODUCCION

El control de calidad de un producto farmacéutico y de cada uno de los ingredientes o
materias primas que entran en su composicion, es indispensable para asegurar su eficacia y
su inocuidad durante todo su tiempo de vida Util. Para garantizar de manera precisa su vida
util, se requiere igualmente de estudios de estabilidad del medicamento, siendo igualmente
necesario controlar su nivel de impurezas. De acuerdo a la finalidad y objetivos del método
analitico destinados para dicho control, los métodos empleados para evaluar los diferentes
niveles de calidad deben cumplir con ciertos requisitos y poseer, ademas, caracteristicas
precisas de confiabilidad e idoneidad, por tal razén, se requiere que estos métodos sean

validados.*

Desde mediados de los afios 90's, la acreditacion en los laboratorios de ensayos ha venido
tomando gran importancia para la exportacion e importacion de productos de intercambio

comercial.

Dentro de esta categoria entran los laboratorios analiticos y microbiolégicos, y para
acreditarse deben tener la competencia técnica basada en la norma NTN 04 001 05
equivalente a la norma ISO/IEC 17025:2005.

Uno de los principales requisitos que exige la norma ISO/ IEC 17025:2005 es el de utilizar
métodos normalizados, los cuales deben estar validados y/o previamente verificados, con el
fin de garantizar a los clientes la trazabilidad, precision y confiabilidad en los resultados,
esta misma también indica la evaluacion de la incertidumbre de los resultados basada en el
conocimiento cientifico de los principios tedricos del método y en la experiencia practica,

para la estimacion del desempefio de un método. ’

El 25 de enero de 1999, en Nicaragua se aprobd la ley 292, Ley de Medicamentos y
Farmacia publicada en la gaceta N° 24 y 25 del 4 y 5 de febrero de 1999, en la cual en el
capitulo IV: Registro de medicamentos arto 23 se exige informacion sobre especificaciones

y métodos analiticos, incluida metodologia utilizada para cada parametro medido,

Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua-Leon. 1



Validacion del Método Analitico para la cuantificacion de Aspirina y Acido Salicilico libre
en tabletas de 100 mg por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion.

informacién de la linealidad, precision, exactitud, reproductibilidad, especificidad y

robustez del método analitico.®

Segun las BPM (edicion 99) la validacion es la obtencion de pruebas de que cualquier
procedimiento, proceso, equipo, material, actividad o sistema produce en realidad el

resultado previsto.?

En el presente estudio se realizé la validacion del método analitico por HPLC para la
cuantificacion de Aspirina y acido salicilico libre en tabletas de 100 mg. Dicha validacion
se llevo a cabo en las instalaciones del Laboratorio de Control de Calidad de Medicamentos
de la UNAN-le6n y se analizaron los parametros de selectividad, linealidad, exactitud,
precision, robustez, limite de deteccion, limite de cuantificacion e incertidumbre, ademas se

evalud la estabilidad de la soluciones analiticas (muestra y estandares).

Hoy en dia los laboratorios deben demostrar que sus métodos analiticos proporcionan
resultados fiables es decir exactos y precisos, que sean reproducibles, adecuados para su
finalidad y proposito perseguido, ya que muchas de las decisiones que se toman estan
basadas en la informacion que estos datos proporcionan; debido a ello se validd la
metodologia analitica de la cuantificacion de Aspirina y &cido salicilico libre en tabletas de
100 mg, para ser implementado por el Laboratorio de Control de Calidad de Medicamentos
de la UNAN-Leon como método de rutina; y asi proporcionarle al cliente un alto grado de

confianza y seguridad en el método utilizado para el analisis de su producto.

Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua-Leon. 2



Validacion del Método Analitico para la cuantificacion de Aspirina y Acido Salicilico libre
en tabletas de 100 mg por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion.

1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

¢La metodologia analitica para la cuantificacién de Aspirina y &cido salicilico libre en

tabletas de 100 mg por HPLC cumple con las especificaciones descritas en los parametros
de validacion?

Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua-Leon. 3



Validacion del Método Analitico para la cuantificacion de Aspirina y Acido Salicilico libre
en tabletas de 100 mg por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion.

1. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

» Validar el método analitico para la cuantificacion de Aspirina y &cido salicilico libre

en tabletas de 100 mg por la técnica de cromatografia liquida de alta resolucion.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Describir los lineamientos a seguir en la validacién de la metodologia analitica para
la cuantificacion de Aspirina y cido salicilico libre en la forma farmacéutica dada.

» Demostrar mediante los criterios de validacion que la metodologia analitica por
cromatografia liquida de alta resolucién para la cuantificacion de Aspirina y acido

salicilico libre en tabletas es exacta, precisa, selectiva y lineal.

» Medir la capacidad del método para permanecer inalterado ante pequefias

variaciones en ciertos factores durante su empleo en rutina.

» Estimar el limite de deteccion y limite de cuantificacién de aspirina y &cido

salicilico en la muestra.

» Determinar la incertidumbre del método analitico por HPLC para la cuantificacién

de Aspirina y acido salicilico libre en tabletas de 100 mg.

Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua-Leon. 4



Validacion del Método Analitico para la cuantificacion de Aspirina y Acido Salicilico libre
en tabletas de 100 mg por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion.

IV. MARCO TEORICO

4.1 Consideraciones importantes en los métodos analiticos

Aunque muchas veces es el instrumento el elemento mas visible e impresionante del
método analitico s6lo es uno de los componentes del analisis total. Antes de enfocar el
papel de la instrumentacion en un método analitico el analista debe considerar otras etapas
importantes para la determinacion. La siguiente descripcion sefiala los pasos comunes a los
métodos analiticos y ayuda asi a poner en la perspectiva adecuada el papel de la

instrumentacion.

La primera tarea es definir el problema analitico. Cuando es posible, lo anterior se hace a

través de una interaccion directa con las personas que desean el analisis.

El analista debe determinar la naturaleza de la muestra, el uso final de los resultados
analiticos, las especies que deben analizarse y la informacion requerida. La informacion
cualitativa debe incluir la composicion elemental, los estados de oxidacion y la
identificacion completa de todas las especies presentes en la muestra. Los datos
cuantitativos incluyen la exactitud y precisién requerida, el intervalo de concentraciones
esperados para el analito y sus limites de deteccion. Otras consideraciones son las
propiedades fisicas y quimicas Unicas del analito, las propiedades de la matriz de la
muestra, la presencia de interferencias probables que limitan el curso de ciertas propiedades
del analito como indicadores de medicion y, finalmente un costo estimado del andlisis. Un
componente principal en el costo es el tiempo requerido para efectuar el andlisis; cuando
resulta apropiado, deben compararse los costos de métodos manuales y de los métodos

automatizados.

Una vez que el problema se ha definido, la siguiente tarea es seleccionar el (los) método (s)
apropiado (s). Algunos factores a considerar son las posibilidades y limitaciones de la
técnica, cuando se aplica el problema en consideracion, las restricciones impuestas al
método por las interferencias presentes en la muestra y la calidad de la informacion

obtenida contra su costo de adquisicion.

Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua-Leon. 5
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La proxima area a considerar es el muestreo. A menudo es el paso mas importante en todo
el andlisis. (Qué medidas deben tomarse a fin de obtener las muestras requeridas para
proporcionar la informacion deseada? En algunos casos se buscan muestras homogéneas
representativas mientras que en otros la heterogeneidad de la muestra es el interés principal.
¢Los procedimientos de toma de muestra en el campo y en el laboratorio aseguran la
integridad de los resultados analiticos? ¢Se han usado procedimientos adecuados para
almacenar y preservar las muestras y los estandares? ;Las muestras se han etiquetado y

registrado correctamente?

A menudo es necesario realizar algunas operaciones sobre la muestra, fisicas o quimicas,
previa al analisis final. Estas operaciones pueden reducir o eliminar las interferencias, llevar
la concentracién del analito al intervalo de andlisis deseado, o producir a partir del analito
especies con propiedades cuantitativamente medibles. Tales operaciones incluyen la
disolucién, la fusion, la separacion, la dilucion, la concentracion y la formacion de
derivados quimicos. La instrumentacion compleja no elimina la necesidad de las destrezas
de laboratorio fundamentales, mas bien aumenta su importancia. La limpieza adecuada, el
uso y el conocimiento de las tolerancias de las balanzas analiticas, del material volumétrico

y de los aparatos de filtrado siguen siendo destrezas basicas necesarias para el anélisis.

A veces se requiere el control del ambiente quimico para asegurar que las actividades de los
analitos permanezcan constantes durante la medicién y para disminuir los efectos de las
interferencias. La presentacion clara y exacta de los resultados es un requisito importante
para cualquier buen método analitico. El objetivo de cada andlisis es obtener informacion
deseada a partir de la muestra y presentarla en forma util.

4.2 VValidacién

4.2.1 Definicion e importancia
Segin la USP XXXII la validacion de un procedimiento analitico es el proceso que
establece, mediante estudios en laboratorio, que las caracteristicas de desempefio del

procedimiento cumplen los requisitos para las aplicaciones analiticas previstas .*

Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua-Leon. 6
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Dos palabras claves retnen los dos objetivos primordiales de una validacion:
» Establecer un método.
» Confirmar su desempefio por medio de tratamientos estadisticos y apreciaciones

cualitativas por parte del laboratorio en general.

De ahi radica la importancia de una adecuada validacion, ya que establece bajo qué
circunstancias debe realizarse un andlisis asegurando que los datos obtenidos cumplen en la
totalidad la calidad deseada, brindando seguridad y respaldo. Ademas, proporciona criterios

para el rechazo o re andlisis de lecturas andmalas.

La validacion de un método, generalmente, esta intimamente relacionada con el desarrollo
del método. En efecto, a menudo es dificil saber de forma exacta, cuando termina el

desarrollo del método y cuando comienza la validacion.
En la figura siguiente se esquematiza el ciclo de una validacion, en teoria este se repite

indefinidamente debido a los continuos avances instrumentales y/o al desarrollo de nuevas

técnicas.’

Ciclo de la Validacion

Desarrollo
@ del método g

Control de calidad Validacion

del laboratorio < Revalidacion

Las caracteristicas de desempefio analitico habituales que deben considerarse en la

validacion de los métodos analiticos son: ’
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Reetibilidad ——>> Uso de MRC = '\ Método de calibracion >

Sefial-analitc —> . S
Precision % Recobrado ; Validez
Intermedia Control de
” > calidad
Resolucion  —> Reproducibiidag ——>> ~ Efecto matiz
Relacion sefial /ruido > >
. Efectos de factores =—> Protocolo
s residual .
experimentales
\ Informe —>,
Modelo regresion >
s intercepto

4.2.2 Objetivos de una validacion analitica

» Garantizar la coherencia entre los resultados obtenidos segun las necesidades.
Asegurar la calidad y constancia de la informacion obtenida.
Caracterizar métodos y herramientas analiticas.

Facilitar las auditorias de la calidad.

YV V V V

Fundamentar la transferencia (de métodos y herramientas) y la armonizacion de los
resultados entre los laboratorios, con el objetivo de conseguir el reconocimiento

mutuo.®

4.2.3 ¢Cuando realizar una validacion?
Los métodos que necesitan estar validados o revalidados son los siguientes:

» Cuando se trate de un método nuevo desarrollado enteramente en un laboratorio, o
de un método basado en la modificacion significativa de otro ya existente, el
laboratorio debe someter el nuevo método a una validacién exhaustiva.®

» Siempre que las condiciones en las que el método ha sido validado cambien (por

ejemplo, instrumentos con caracteristicas diferentes).

Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua-Leon. 8
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» Antes de su introduccion como meétodo de rutina.

» Siempre que se cambie el método y el cambio se encuentra fuera del dmbito
original del método.

» Cuando control de calidad indica que un método establecido estd cambiando con el
tiempo.

» Con el fin de demostrar la equivalencia entre los dos métodos (por ejemplo, un

nuevo método y un estandar).*!

4.2.4 Meétodos susceptibles de ser validados
Son validables los métodos analiticos clasificados en la siguiente forma:
» Ensayos de identificacion.
» Ensayos para la determinacion del analito de interés de una materia prima o de una
especialidad farmacéutica.
» Ensayos para la determinacion de caracteristicas farmacotécnicas inherentes (Ej. test
de disolucién).
» Ensayos de limite de impurezas y de cuantificacion de impurezas.
» Ensayos para la determinacion de analitos en fluidos bioldgicos y en productos
naturales.

> Ensayos microbiolégicos.™

4.2.5 Pasos para la validacion
1. Desarrollar un protocolo de validacién o procedimiento operacional para la
validacion.
Definir la aplicacion, propositos y alcance del método.
Definir los pardmetros de idoneidad y los criterios de aceptacion.
Definir los experimentos de validacion.
Verificar las caracteristicas relevantes de desempefio de los instrumentos.
Calificar los materiales, es decir, estandares y reactivos.
Llevar a cabo los experimentos de pre validaciéon.

Ajustar los parametros del método y/o los criterios de aceptacion si es necesario.

© © N o g bk~ D

Realizar los diferentes experimentos de validacion (internos y externos)
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10. Desarrollar los PNT para el empleo del método en anélisis de rutina.

11. Definir los criterios para la revalidacion.

12. Definir el tipo y la frecuencia de las pruebas de idoneidad del sistema y/o de los
ensayos de control de calidad analitico (AQC) de rutina.

13. Documentar los experimentos de validacion y los resultados en el reporte de

validacion.'!
4.3 Clasificacion de los métodos analiticos
4.3.1 Segun la normalizacién y estado de desarrollo del método:

Métodos estdndar o normalizados.

Los métodos estandar son aquellos publicados por organizaciones internacionales,
regionales o nacionales; por organizaciones técnicas respetables; referencias legales;
métodos publicados por la FDA (Food and Drug Administration), y que se ejecutan tal

como se describen en la norma.

Estos métodos incluyen aquellos publicados por:

v" United States Pharmacopeia (USP)

v" National Formulary (NF)

v" Homeopathic Pharmacopeia of the United States

v Official Methods of Analysis of the Association of Official Analytical Chemists
(AOAC)
International conference of harmonization (ICH)

< X

Pharmacopea Britanica (BP)

v Farmacopea internacional (FI)

Se prefiere usar los métodos estandar, sin embargo es necesaria la verificacion de la
capacidad analitica dentro de los laboratorios en los cuales es usado. Un método estandar
puede estar complementado con detalles adicionales sobre como los laboratorios deben

proceder para asegurar una aplicacion consistente.
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Metodos desarrollados por el laboratorio.

En ocasiones cada laboratorio elabora sus propios métodos, esto puede deberse a que el
andlisis es muy especifico y se evalla, por ejemplo, cierta matriz especial que s6lo interesa
al laboratorio; o que debido a restricciones de tipo comercial no se puede disponer de
métodos andlogos usados en otras empresas o compaiiias. El laboratorio, por consiguiente,
debe evaluar la capacidad de los analistas, equipos y otros recursos relacionados con el
método en cuestion. Los métodos deben estar debidamente validados, documentados y

autorizados para su uso.

Para la evaluacion de la capacidad del método se sugiere realizar comparaciones con otros
métodos normalizados. En lo posible se debe usar materiales de referencia, estandares o
muestras fortificadas.

Meétodos no normalizados.

Los métodos no normalizados son aquellos que no han sido publicados por fuentes
autorizadas y/o validadas. Es muy probable que los métodos sin normalizacion no
dispongan de datos de validacion o estudios colaborativos fiables o suficientes, por esto se
recomienda realizar una validacion cuanto sea posible. Si el método sufre cambios se

requerira una re-validacion del método.

4.3.2 Segun categoria de método:
Categoria I: pruebas cuantitativas del contenido del (los) principio(s) activo(s), constituyen
procedimientos quimicos o microbiolégicos que miden el (los) analito(s) presente(s) en una

muestra determinada.

Categoria I1: pruebas para la determinacion del contenido de impurezas o de valores
limites para el control de impurezas. Pueden ser pruebas cuantitativas o una prueba
cualitativa para determinar si la impureza esta presente en la muestra por encima o por

debajo de un valor limite especificado.

Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua-Leon. 11



Validacion del Método Analitico para la cuantificacion de Aspirina y Acido Salicilico libre
en tabletas de 100 mg por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion.

Categoria Il1: pruebas fisicoquimicas de desempefio. Constituyen procedimientos de

ensayo que miden caracteristicas propias del desempefio del medicamento, por ejemplo la
prueba de disolucion.

Categoria IV: pruebas de identificacion.'?

Tabla N° 1. Parametros de desempefio de los procedimientos analiticos.

Categoria |Categoria | Categoria Il Categoria Il |Categoria IV
e prueba [principio (s)| Pruebade |Pruebade |Fisico quimico |Identificacion
Activo (s) limite limite desempefio
Parametro cuantitativa |cualitativa
de
desempefio
Exactitud Sl Sl * * NO
Precision SI Sl NO SI NO
Especificidad Sl Sl Sl * Sl
Limite de NO NO SI * NO
deteccion
Limite de NO Sl NO * NO
cuantificacion
Linealidad S Si NO * NO
Intervalo Sl Sl * * NO

*Puede requerirse dependiendo de la naturaleza del ensayo

4.3.3. Segun la metddica de andlisis que se realice, las validaciones pueden ser:

Prospectivas: para metddicas nuevas (sacar un nuevo producto).

Retrospectivas: para metodicas muy utilizadas que no han sido validadas de las cuales se

posee suficiente informacién para ser validadas.

Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua-Leon.
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Revalidaciones: para metodicas validadas en las cuales se han introducido cambios. El

grado de validacion depender4 de la naturaleza e importancia de los cambios.’

4.4 Parametros de desempefio analitico

4.4.1 Selectividad
La selectividad es la capacidad de un método analitico para medir y/o identificar
simultaneamente o separadamente los analitos de interés, de forma inequivoca, en presencia

de otras sustancias quimicas que puedan estar presentes en la muestra.’

Estas sustancias pueden ser precursores de la sintesis o subproductos de la misma,
impurezas, excipientes o productos de degradacion.!

Frecuentemente el término especificidad se utiliza como sinénimo de selectividad, aunque
deberia de reservarse para aquellas situaciones donde la respuesta obtenida s6lo se puede
producir con una Unica entidad quimica, algo que no es posible cuando se refiere a
procedimientos analiticos que emplean instrumentacion no especifica. Como existen muy
pocos métodos que den respuesta s6lo a un Unico analito, el término selectividad es

normalmente mas apropiado.

La presencia de interferencias puede tener distintos efectos en la determinacion del analito
como:
¢ Imposibilitar su inequivoca identificacion (aparicion de falsos positivos).
e Distorsionar la respuesta del analito (afectan normalmente a la pendiente y ordenada
en el origen de la recta de calibrado). Este efecto puede delatar la presencia de
interferencias desconocidas, aunque también puede ser consecuencia de

recuperaciones no lineales.?

La selectividad en cromatografia liquida se obtiene mediante la eleccion de la columna
optima y el establecimiento de las condiciones cromatograficas, como la composicion de la

fase movil, temperatura de la columna y longitud de onda del detector.™
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La selectividad de un método analitico se deberia determinar antes de iniciar el estudio de
cualquier otro pardmetro de validacion, dado que debe conocerse en qué grado la respuesta
del método es Unicamente proporcionada por el analito, sin interferencia de otras

sustancias relacionadas con él de una u otra forma.?

Ambito de aplicacion.
En el analisis farmacéutico la tendencia mayoritaria es la utilizacion de métodos lo mas
selectivos posibles, en los que la presencia de otros componentes tienen escasa influencia

en los resultados, por ejemplo métodos cromatograficos.

Para efectuar estudios de selectividad se precisa la maxima informacion sobre impurezas y
productos de degradacion potencialmente presentes en la muestra, asi como sobre posibles

interferencias debidas a excipientes u otros componentes.?

A grandes rasgos el estudio de la selectividad variard su planteamiento segun el
objetivo y la técnica analitica empleada.

Segun objetivo del ensayo:

e ldentificacion
Se debe demostrar que el método es capaz de discriminar sin interferencias entre el analito,
sustancias de composicion similar y otros productos que puedan estar presentes en la

muestra.

Durante el desarrollo de una molécula, la identificacion requerird la comprobacién de la
estructura de la molécula mientras que en un método para el control de calidad rutinario no
sera necesario la confirmacion completa de la estructura quimica o composiciéon del
producto y bastara con la comparacién con una substancia de referencia. En estos casos el
objetivo es confirmar, con un grado de seguridad aceptable, que el producto se corresponde
con lo esperado.
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e Ensayos de impurezas
Se debe garantizar que el método permite una evaluacién de las impurezas y los productos
de degradacion definidos en estudios previos, sin interferencias de otras sustancias que

puedan estar presentes en la muestra.

Para estos ensayos se presupone que se han realizado estudios previos y se han definido las
impurezas y productos de degradacion susceptibles de aparecer. Si el método es selectivo
para determinados productos de degradacion puede utilizarse para controlar la estabilidad
del producto.

e Determinacion cuantitativa de un compuesto o riqueza de un principio activo
El método debe evitar la presencia de excipientes, productos de degradacion y/o impurezas
en la respuesta proporcionada por el compuesto o el principio activo objeto de la

evaluacion analitica.

Segun la técnica analitica aplicada:

e Ensayos especificos

Se considera apropiado reservar este término para aquellos métodos analiticos que
proporcionen un 100% de selectividad. Este tipo de métodos representaria la situacion ideal
aunque en el andlisis farmacéutico actual su utilizacion no es muy comdn. Se podrian
considerar ensayos especificos algunos inmunoensayos, la espectroscopia de absorcion

atdbmica o un acoplamiento masas/masas.

e Ensayos absolutos
El uso de métodos de valoracidn no especificos se debe combinar con la utilizacién de otros
procedimientos analiticos para demostrar la idoneidad del analisis, como por ejemplo, una

valoracion potenciométrica combinada con un test de impurezas.

e Ensayos separativos
Son los ensayos de mas amplia aplicacion en la industria farmacéutica actual aunque hay

que recordar que no estan libres de interferencias.
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Este tipo de analisis proporciona una segunda via de informacion que confirma la primera.
Entre las combinaciones posibles podemos citar las siguientes:

» Cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a un detector de diodos (DAD).

» HPLC /Espectrometria de masas (MS).

» HPLC con confirmacion por columnas de diferente polaridad.

» Cromatografia de gases (GC)/MS.

> GC/ Espectroscopia de infrarrojos con transformada de Fourier (FT-IR).2

Procedimiento de determinacion de la selectividad

En el estudio de la selectividad, como norma general, se comparan los resultados del
andlisis de muestras con y sin analito en presencia o ausencia de impurezas, productos de
degradacidn, sustancias relacionadas y/o excipientes. Se pueden plantear diferentes

alternativas para proceder a la demostracion documental de la selectividad del método:

Por adicion de las interferencias:

La primera aproximacion seria de aplicacion para aquellos analitos para los que se tienen
identificadas las posibles interferencias y éstas se encuentran disponibles de forma aislada.
Se evaluara a qué nivel se producen y si es preciso modificar el método o afadir alguna
técnica complementaria. Para una forma farmacéutica y una materia prima los grupos de

muestras que se preparan son los siguientes:

Determinaciones para la forma

Determinaciones para la materia

farmacéutica prima
Matriz Blanco
Analito Analito

Matriz + Analito

Otras sustancias similares

Matriz + Analito + Impurezas
(Disolventes residuales, Trazas
Metalicas) + Productos de
Degradacion

Analito, Producto de Degradacion
Impurezas (Disolventes Residuales,
Trazas Metalicas, Reactivos de

Sintesis
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La eleccion de la concentracion en la que se realiza el estudio podria ser la teorica de
trabajo para el principio activo u otros compuestos de interés (ej. conservantes) y las
interferencias a su limite méximo establecido. En caso de que se observen interferencias, su
nivel puede evaluarse a partir del analisis de seis replicados y el grado de discrepancia
entre las determinaciones en presencia o ausencia de las posibles interferencias mediante la
férmula siguiente:

. . (Di - Ds)
% de Discrepancia = — . x 100

S

Dénde:
Di: respuesta media con interferencias Ds: respuesta media sin interferencias

También seria de aplicacidn una prueba t de Student para comprobar la existencia o no de
diferencias significativas entre los dos grupos. En métodos muy precisos dicha prueba
puede indicar la existencia de diferencias significativas cuando realmente la influencia de
las interferencias es aceptable. En estos casos conviene determinar el intervalo de confianza

de la diferencia entre los grupos.

Aplicacion de técnicas confirmatorias con muestras sometidas a estrés

Otra posible aproximacion se puede realizar mediante el estudio de muestras sometidas a
estrés para generar los compuestos potencialmente interferentes. Este tipo de estudios
adquiere especial importancia para los métodos en que se desea evaluar la estabilidad de
un principio activo o forma farmacéutica. Se debe comprobar, a ser posible, la identidad del
analito y que la sefial proviene sélo de él. Las condiciones de estrés para lograr una

degradacion del orden del 10-20% en la mayoria de los principios activos son:

Condiciones para la forma farmacéutica Condiciones para la materia prima
Calor (40 - 70 °C) Calor (40 - 100 °C)
Luz Luz
Humedad relativa (85%) Acido (HCI 0.1 N)
Base (NaOH 0.1 N)
Oxidante (H20, 3%)
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Los productos asi tratados son analizados y se evallia la pureza cromatografica y su
resolucion respecto a los picos mas proximos. Un criterio de selectividad para los métodos
cromatograficos seria para el pico principal y el conjunto de impurezas superiores al 0.1%,
para obtener una resolucion cromatografia superior a 1.5 (los picos estan resueltos hasta la
linea de base). Puede ser necesario ampliar este criterio si aparecen colas en los picos que
no permite su clara separacion. Si no es posible una perfecta separacion debe demostrarse

que el valor de la interferencia no es superior al 0.5%.

La evaluacion de la degradacion se puede determinar comparando los perfiles obtenidos del
producto estresado y no estresado. Con esta finalidad puede ser de interés la superposicion
de los distintos cromatogramas obtenidos.

La siguiente tabla indica los criterios de aceptacion recomendables. No todos los

parametros son de aplicacion en todos los casos.

Parametro Criterio de aceptacidn propuesto
Capacidad de discriminacién del El método ha de permitir distinguir entre
procedimiento todas las especies quimicas que puedan
generarse.
Resolucidn cromatogréafica entre picos >15
cercanos
Factor de cola cromatografico <2

NP de platos teéricos cromatogréficos > 2000

Identidad del pico cromatogréafico Pureza de pico ausencia de coelucion

4.4.2 Linealidad y Rango

La linealidad es la capacidad del método para proporcionar resultados que son directamente
proporcionales a la concentracion del analito en la muestra dentro de un rango establecido.
Siempre que sea posible se buscara una respuesta de tipo lineal que facilitara su trazado,

interpolacion e interpretacion.’

Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua-Leon. 18



Validacion del Método Analitico para la cuantificacion de Aspirina y Acido Salicilico libre
en tabletas de 100 mg por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion.

La linealidad puede ser del sistema o del método:
Del sistema: cuando la recta de regresion se realiza con el analito puro.
Del método: cuando la recta de regresion se obtiene mediante ensayos realizados sobre la

matriz adicionada del analito.!

El rango se define como el intervalo entre la concentracion superior e inferior del analito
para el cual se ha demostrado la correcta precision, exactitud y linealidad del método

descrito.’

Ambito de aplicacion
Segun la guia ICH Q2A se recomienda estudiar la linealidad en todos los métodos de tipo
cuantitativo:

e Valoracion del contenido de principio activo.

e Uniformidad de contenido

e Velocidad de disolucion

e Cuantificacion de impureza.?

4.4.2.1 Procedimiento de determinacion de la linealidad para la cuantificacion de un
principio activo: Para evaluar la linealidad existen unos criterios minimos aplicables a

cualquier procedimiento:

e Dentro del rango establecido se recomiendan estudiar al menos cinco niveles de
concentracion y analizarlas por triplicado (K=5, n° de réplicas = 3) con un total de 15
determinaciones (n=15). Por ejemplo: 80, 90, 100, 110 y 120% del contenido tedrico.
Estadisticamente lo correcto seria analizar las muestras de forma aleatoria, no obstante,
se establece como criterio practico analizarlas en sentido creciente de concentracion para
minimizar posibles efectos memoria en el equipo.

e Para realizar los analisis se recomienda hacer pesadas independientes (por ejemplo 15
pesadas), ya que asi se elimina el posible error sistematico que se podria arrastrar

partiendo de una sola pesada y realizando diluciones.
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e El nimero de repeticiones de cada muestra (por ejemplo el nimero de inyecciones en
HPLC) dependera de la precision del sistema instrumental empleado, y de lo que se

decida incluir como rutina en el procedimiento a validar.?

Con los resultados del estudio de la linealidad se prepara una tabla relacionando las
cantidades o concentraciones x (variable independiente) y la respuesta y (variable
dependiente, por ejemplo areas, alturas, absorbancias). La relacion entre ambas variables se
expresa matematicamente como una recta de regresion del tipo y = bx + a, obtenida por un
método de ajuste (por lo general el de minimos cuadrados). En algunos casos podria ser
necesaria alguna transformacién matematica previa (uso de logaritmos, reciprocos de las

variables, etc.) para obtener funciones lineales.

La representacion gréfica de la recta de regresion en un sistema de coordenadas junto con
los valores experimentales, permite visualizar la bondad del ajuste. Se pueden representar

ademas las hipérboles indicativas de los intervalos de confianza.

Si la recta no pasa cerca del origen de coordenadas significa que el método a evaluar esta
afectado por un error sistematico por defecto o por exceso en intervalo estudiado. Si existen
diferencias apreciables entre los valores experimentales y los puntos de la recta significa
que la linealidad no es buena (existe falta de ajuste) o bien que el error experimental es
importante y los intervalos de confianza seran amplios (hipérboles anchas).?

4.4.2.2 Evaluacion estadistica de la linealidad

Ademas de la representacion grafica la linealidad implica una comprobacion estadistica:

Ecuacion de la recta. Pendiente y ordenada en el origen
En la recta de regresion y = bx + a, x es la concentracion, y la respuesta, b el valor de la

pendiente y, a el término independiente.

La pendiente b se encuentra relacionada con la sensibilidad del método de forma que a

mayor pendiente mayor sensibilidad (respuesta del método frente a los cambios de la
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concentracion del analito). El término independiente a, u ordenada en el origen, es la
interseccion de la recta con el eje de ordenadas y es indicativo del error sistematico, no
difiriendo estadisticamente de cero en caso de no existir sesgo.

Coeficiente de correlacion (r) y coeficiente de determinacion (r?)

El coeficiente de correlacion nos indica el grado de relacion entre la variable X
(concentracion), y la variable y (respuesta). Su valor maximo es 1. Si r es cercano a la
unidad significa que existe correlacion con una probabilidad elevada. Un valor nulo indica

ausencia de relacion lineal entre las variables.

El valor recomendado para el coeficiente de correlacion es > 0.999, aunque en el caso de
impurezas se admite > 0.990. La informacion obtenida mediante el calculo de r es limitada
y no justifica por si sola la linealidad, siendo r? coeficiente de determinacion el que aporta
una mayor significacion estadistica ya que expresa la proporcion de la variacion total de y

explicada por el modelo.

Variancia residual constante (homoscedasticidad)

La representacion de los residuales e; aporta mucha informacién acerca de la validez del
modelo. De entre las diversas formas de hacerlo la mas habitual consiste en representar los
residuales (eje de ordenadas) frente a los valores estimados (eje de abscisas). La

distribucion de los puntos deberia ser aleatoria y no reflejar ninguna tendencia.

Anélisis de la Variancia: ANOVA
Para poder realizar una ANOVA se deben cumplir los siguientes supuestos:
a) Homogeneidad de variancias

b) Normalidad de los residuales

a) Homogeneidad de variancias: esta se puede comprobar aplicando, por ejemplo, un test
de Cochran (Gexp) que indicara si el factor de concentracion tiene alguna influencia en la

variabilidad de los resultados.
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El valor de Gy, Se calcula de la siguiente forma:
s?maxima s?maxima
2 T2 2 2 2 2
2. S; s{ + s5 + s5+ s;+ s

Gexp =

Si: variancia de cada grupo k
S? naxima: Variancia maxima de los k grupos.
Las variancias no deben ser estadisticamente diferentes entre si, para el grado de

significacion escogido, generalmente a=0.5.

b) Normalidad de los residuales se puede comprobar mediante la representacion gréafica
que algunos programas estadisticos realizan de los mismos o bien aplicando un test de
normalidad.

Una vez comprobado estos supuestos se calcularan los estadisticos Fqy Fo.

Fiexp> F1tanla demuestra una pendiente distinta de cero.

Foexp < F2 tavla demuestra la linealidad entre los resultados obtenidos.

Los valores tabulados para F se obtienen en las tablas estadisticas de acuerdo a los grados

de libertad correspondientes y a un grado de significacion o normalmente igual a 0.05.2

4.4.3 Precision
La precisién expresa el grado de concordancia (grado dispersion) entre una serie de
medidas de tomas multiples a partir de una misma muestra homogénea en las condiciones

prescritas.

El objetivo del estudio de la precision es conocer la variabilidad o el mas-menos del
método de ensayo. Esta variabilidad es debida a errores aleatorios inherentes a todo método
de ensayo. Como consecuencia de la existencia de estos errores, los analisis efectuados
sobre muestras idénticas, en las mismas circunstancias, no conducen generalmente a
resultados idénticos. Los factores susceptibles de influir sobre los resultados de un ensayo
no pueden ser siempre controlados (analista, equipo instrumental, reactivos, tiempo, etc.)

de aqui la importancia del estudio de la precision.?
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La precision generalmente se evalla a nivel de:
e Precision del sistema

e Precision del método

Precision del sistema: se determina evaluando la dispersion obtenida al aplicar el método a
una preparacion del estandar y lista para el analisis directo del analito (sin tratamiento

adicional).

Precision del método: se determina aplicando el método completo a muestras homogéneas
0 aun a placebos que contengan una cantidad conocida del analito equivalente a la del
producto farmacéutico.

La precision engloba diferentes puntos de estudio: *

Precision

Repetibilidad Precision Intermedia Reproducibilidad

Repetibilidad Repetibilidad
Instrumental del método

Repetibilidad: estudia la variabilidad del método efectuando una serie de analisis sobre la
misma muestra en las mismas condiciones operativas (por un mismo analista, por los
mismos aparatos y reactivos, etc.), en un mismo laboratorio y en un periodo de tiempo

corto.

Precision Intermedia: estudia la variabilidad del método efectuando una serie de analisis
sobre la misma muestra pero en condiciones operativas diferentes (diferentes analistas,

aparatos, vias, etc.) y en un mismo laboratorio.

Reproducibilidad: estudia la variabilidad del método bajo condiciones operativas

diferentes y en distintos laboratorios.
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Repetibilidad Precision Reproducibilidad
Intermedia

Instrumento igual diferente diferente

Dia de analisis igual diferente diferente

Analista igual diferente diferente

Otros factores (p.ej. columna igual diferente diferente

cromatografica, reactivos,

condiciones ambientales, etc.)

Laboratorio igual igual diferente

La precision de un método analitico se expresa generalmente como el coeficiente de

variacion (CV) de una serie de medidas.’

Ambito de aplicacion
Segun la ICH Q2B el estudio de la precision se debe realizar Unicamente para la

determinacion cuantitativa de principios activos y cuantificacién de impurezas.?

4.4.3.1 Repetibilidad
La repetibilidad se expresa matematicamente por el coeficiente de variacion (desviacion

estandar relativa) de una serie de medidas.

Uno de los factores que mas pueden influir en la repetibilidad del método de analisis es la
concentracion del analito, ya que la desviacion estandar de las respuestas obtenidas
aumenta al disminuir la concentracion del analito. Por otro lado, el valor aceptado del
coeficiente de variacion depende del intervalo de aceptacion (especificaciones)
especificado en el método de andlisis. EI nmero de replicados se deduce a partir del CV de

repetibilidad del método.?
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4.4.3.1.1 Repetibilidad del sistema instrumental

Este pardmetro estudia la variabilidad debida Unicamente al instrumento, y se determina
analizando repetidamente una misma muestra de forma consecutiva de 6 a 10 veces. En el
caso que se desee analizar el principio activo de una materia prima o de una especialidad
farmacéutica se prepara la muestra a la concentracion nominal, y en el caso de analizar

impurezas a la concentracion de limite especificado.

La estimacion de la repetibilidad instrumental se realiza con el célculo del coeficiente de
variacion de las respuestas obtenidas. Para especialidades farmacéuticas y materia prima

suelen aceptarse valores inferiores al 1-2 %.2

4.4.3.1.2 Repetibilidad del método
El ensayo de repetibilidad del método se efectia sobre una serie de alicuotas de una
muestra homogénea que se analiza independientemente desde el principio (preparacion de

muestra) hasta el final (lectura de resultados) por el mismo instrumento y el mismo analista.

Se proponen dos alternativas para realizar este estudio:
e Un minimo de 6 muestras a la concentraciéon nominal.
e Un minimo de 3 muestras a tres niveles de concentracion cubriendo el intervalo

especificado (un total de 9 muestras).

La estimacion de la repetibilidad del método se realiza con el calculo del coeficiente de
variacion de las respuestas obtenidas y con los intervalos de confianza a cada nivel de

concentracién estudiado.?
Los valores aceptables del coeficiente de variacion del sistema instrumental deben ser

inferiores a los valores que se aceptan para el coeficiente de variacion del método. La

expresion matematica que permite relacionar ambos coeficientes de variacion es: 2

CV método = CV sistema * V2
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Intervalos de confianza
La guia ICH Q2B recomienda introducir los intervalos de confianza en el estudio de la
precision. Estos intervalos deben determinarse para cada nivel de concentracion estudiado.

Los intervalos de confianza se calculan a partir de:
e Los resultados individuales X £t*s

e Losresultados promedio X,, +t * s/\n

Donde:

Xp = media de una serie de resultados obtenidos en un mismo nivel de concentracion.
t = valor de la t Student de tablas para n-1 grados de libertad y a: 0.05

n = namero de analisis

s = desviacion estandar.?
4.4.3.2 Precisién intermedia

El objetivo del estudio de la precision intermedia es determinar la variabilidad del método
efectuando una serie de anélisis sobre la misma muestra, en un mismo laboratorio pero en

condiciones operativas diferentes.

En el estudio de la precision intermedia se deben considerar aquellas circunstancias en las
que se pretende desarrollar el método de ensayo. El analista debe evaluar los efectos
causados al variar una serie de factores. Tipicos factores a estudiar incluyen el dia, analista,
el instrumento, etc. No es necesario estudiar cada uno de estos factores individualmente
sino que es suficiente comprobar que la variabilidad aportada por el conjunto de factores

esta dentro de los limites establecidos.

Para estudiar los factores de una manera aleatoria se recomienda un estudio matricial vy,
para cada combinacion de éstos, las muestras deben ser preparadas independientemente

como minimo por triplicado.
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La estimacion de la precision intermedia se realiza con el calculo del coeficiente de
variacion global de las respuestas obtenidas, es decir, considerando cada resultado

independientemente.

Generalmente se aceptan valores de coeficiente de variacion de la precision intermedia
inferiores al doble del coeficiente de variacion de la repetibilidad del método. En caso de
que no se cumpla es necesario evaluar cudl es el factor responsable de esta variabilidad. Se
recomienda, ademas, determinar el coeficiente de variacion para cada grupo de analisis para

comprobar que se cumplen las especificaciones establecidas en la repetibilidad del método.?

4.4.3.3 Reproducibilidad

La reproducibilidad estudia la variabilidad de los resultados inter-laboratorio. El objetivo
de este estudio es verificar que el método de analisis proporciona los mismos resultados en
diferentes laboratorios. La reproducibilidad de dicho método de andlisis se determina
analizando una serie de alicuotas procedentes de lotes homogéneos en diferentes
laboratorios, diferentes analistas y utilizando condiciones operativas y ambientales

distintas.

Este estudio no es de obligado cumplimiento y se debe realizar solamente en aquellos casos
en que se quiera transferir el método a otros laboratorios o incluirlo en guias oficiales (las

farmacopeas).’

4.4.4 Exactitud
La exactitud de un método analitico expresa la proximidad entre el valor que es aceptado
convencionalmente como verdadero o un valor de referencia y el valor experimental

encontrado.

Existen diferentes maneras de determinar la exactitud, los siguientes son los més frecuentes

en la literatura, y pueden ser utilizados en todos los tipos de analisis.’
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Comparacion con un método
oficial, validado o estandarizado

Material de
Referencia

Exactitud

Adicién Estandar Con Placebo

Con Muestra

La no exactitud (inexactitud) puede presentarse:
a) Por defecto: suelen darse en métodos analiticos muy elaborados.
b) Por exceso: generalmente se suceden cuando existen interferencias analiticas y la

selectividad del método no es adecuada.t

Ambito de Aplicacion
Segun la guia (ICH, Q2A) debe ensayarse la exactitud en métodos de andlisis para la
valoracion en materia prima, en producto acabado y en métodos de analisis de

cuantificacion de impurezas.?

Procedimiento de determinacion de la exactitud
La exactitud debe demostrarse en todo el rango especificado para el método analitico. Se
recomienda un minimo de 9 determinaciones sobre 3 niveles de concentracion del analito

que cubran el rango especificado.

En funcion del tipo de método a validar y de cada caso concreto se debera de tener en
cuenta el rango de concentraciones de trabajo:
¢ Riqueza de un principio activo en materia prima o en producto acabado: 80-120%.
e Impurezas: desde el 50% del nivel de especificacion hasta el 120% de dicho nivel.
e Ensayo de disolucion: si se trata de un producto de liberacion inmediata seria de
Q+20%; si se trata de un producto de liberacion controlada, sobre cada limite de

disolucion en cada periodo de tiempo se aplicaria (+2%).2
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La exactitud se expresa como porcentaje de recuperacion en la valoracion de una cantidad

conocida de analito afiadida sobre la muestra o como la diferencia entre la media obtenida y

el valor aceptado como verdadero junto a los niveles de confianza.?

Aplicacion del método analitico a una muestra de concentracion conocida

La muestra de concentracién conocida se prepara a partir de un placebo cargado con

cantidades conocidas de analito, o bien, cuando es dificil o imposible obtener un placebo

que no contenga el analito en cuestion, se puede usar el método de adicion de patron sobre

el problema.

Meétodo del placebo cargado: se prepara un placebo del problema que contiene todos
los ingredientes excepto el analito a determinar. Sobre dicho placebo se afiaden
cantidades conocidas de un analito patron a tres niveles de concentracién dentro del
rango a estudiar. El ensayo de recuperacion se realiza como minimo con tres replicados
para cada nivel. El analito se determina en cada muestra utilizando el mismo método

analitico a evaluar y se calcula la recuperacion.

Método de adicion de patron: se afiaden sobre una o varias muestras cantidades
conocidas de un analito patrén a tres niveles de concentracién dentro del rango a
estudiar. Se realizan como minimo tres replicados para cada nivel y se analizan las
muestras adicionadas y no adicionadas segun el método analitico calculando finalmente

la recuperacion.

Comparacion con un método de referencia validado: se comparan los resultados
obtenidos con el método analitico que se quiere validar con los obtenidos con un
método de referencia cuya exactitud esta bien determinada o definida. Ambos métodos

deben de ser independientes.?

Criterios de aceptacion.

La recuperacion esperada depende de la matriz de la muestra, del procedimiento de

preparacion de la muestra y de la concentracién del analito en la misma.?
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Criterios de aceptacion que pueden orientar en la estimacion de la recuperacion: 2

A. Valores orientativos aceptables en la industria farmacéutica.

Tipo % Recuperacion
Materia prima 99 -101
Formulado farmacéutico 97 - 103
Trazas (0.1 a 10ppm) Min. 90%
Trazas (menor a 0.1ppm) Min. 75%

B. Valores orientativos aceptables segun la AOAC en funcion de la
concentracion del analito (AOAC, 1993, Huber, 1999).

% Analito Relacion | Unidades | Factor de recuperacion %
100 1 100% 98-102
Mayor o igual a 10 10" 10% 98-102
Mayor o igual a 1 107 1% 97-103
Mayor o igual 0.1 10 0.1% 95-105
0.01 10™ 100ppm 90-107
0.001 10° 10ppm 80-110
0.0001 10°® 1ppm 80-110
0.00001 10”7 100ppb 80-110
0.000001 10-® 10ppb 60-115
0.0000001 107 1ppb 40-120

4.4.5 Limite de deteccidn y limite de cuantificacion.

Se entiende por limite de cuantificacion de un método, la minima cantidad de analito
presente en la muestra que se pude cuantificar, bajo las condiciones experimentales
descritas, con una adecuada exactitud y precision; y por limite de deteccién la minima
cantidad de analito en la muestra que se puede detectar aunque no necesariamente

cuantificar bajo dichas condiciones experimentales.

El limite de cuantificacion es por tanto un término cuantitativo mientras que el limite de

deteccidn es cualitativo, encontrandose entre ambos términos un rango de concentraciones
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en el que si bien no puede cuantificarse el analito en cuestion con razonable certeza, si

puede detectarse su presencia sin incurrir en falsos positivos.?

Ambito de aplicacion

La guia tripartita ICH establece como necesaria la determinacion del limite de deteccion en
métodos de analisis destinados a la evaluacion de impurezas mediante ensayos limite. Por
el contrario se considera necesario establecer Unicamente el limite de cuantificacion en

métodos destinados a la determinacién numerica de impurezas.

Siempre que el método de analisis se emplee en la determinacion de impurezas o trazas de
principio activo, seria muy recomendable de entrada establecer no solo el limite de

deteccion sino también el limite de cuantificacion.?

Procedimientos de determinacién del LDy LC

e Meétodo basado en el examen visual

En este caso, segin ICH Q2B, tanto el LD como el LC podrian determinarse a partir del
analisis de muestras con concentraciones conocidas Yy decrecientes de analito,
estableciéndose visualmente la minima concentracién detectable asi como aquella
concentracion limite que permite cuantificar con razonable precision y exactitud la sefial

obtenida.

Este método es el més indicado en el caso de métodos de andlisis no instrumentales en los

gue no se tiene una sefial numérica.

e Meétodo basado en la relacion sefial/ ruido

Requiere que el procedimiento de analisis sea instrumental, se establece la sefial ruido que
proporciona un blanco o placebo a partir del analisis reiterado de dicho blanco (se
recomienda un minimo de 6-10 analisis consecutivos). En el caso de métodos
espectrofotométricos el analista puede obtener facilmente la lectura de absorbancia de

soluciones placebo usando las condiciones instrumentales descritas, para métodos
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cromatograficos el calculo de dicha sefial-ruido es méas costoso pero una vez establecido
este valor puede concluirse de forma tedrica y aproximada que el LC serd igual a la
concentracion de analito que proporcione una sefial 10 veces mayor (en ocasiones se admite
hasta un valor de 20) a dicho ruido de fondo, y que el LD sera igual a la concentracion de

analito que proporcione una sefial 3 veces superior a éste.

Es posible que no sea necesario alcanzar el verdadero limite del método siempre y cuando

el LC encontrado sea inferior al 50% del valor limite de las especificaciones de impurezas.?

e Método basado en la desviacion estandar de la respuesta del blanco y la pendiente
de la recta de calibrado

De acuerdo con la IUPAC, puede calcularse el LD y el LC de un método analitico a partir

del conocimiento de la desviacién estandar atribuible a la respuesta de una muestra placebo

y la pendiente de la recta de calibrado del analito.

e Métodos instrumentales que no corrigen la sefial frente a un blanco

Utilizados tipicamente en métodos cromatograficos GC o HPLC. En éstos se ha de tener en
cuenta también la sefial media obtenida del andlisis correspondiente al placebo, es decir, el
ruido de fondo del sistema (Y ;) con lo que la expresion final seria:

Y i+ (K* Sp)
C= 0 C = Y b+ (K* Sp)

b b* Vn

e Meétodo basado en la extrapolacion de la recta de calibrado a concentracion cero

Se trata de un procedimiento aplicable también a métodos analiticos instrumentales que
proporcionan resultados numéricos y dirigido a evitar el calculo, en ocasiones costoso en
tiempo, de la sefial media del blanco y su desviacion estandar. Para ello el método utiliza la
pendiente de una recta de calibrado realizada a niveles de concentracion cercanos a los
limites esperados, pero sustituye el valor real de la sefial del blanco por el resultante de la
extrapolacion de dicha recta. La interseccion con el eje "Y' correspondera tedricamente al

valor de la respuesta a concentracion cero del analito. De la misma manera se sustituye en
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la formula, la desviacion estandar del blanco por la obtenida de estimar a partir de esta recta

la de un hipotético blanco.

Experimentalmente, consiste pues en analizar muestras con concentraciones conocidas
préximas al limite de cuantificacion y calcular la ecuacion de la recta Respuesta frente a

concentracion, y aplicar las mismas férmulas que las expuestas en el apartado anterior.

e Meétodo experimental de calculo para el LC (Método EURACHEM)

Cuando no existe la posibilidad de tener una muestra placebo o cuando se especifica un
criterio concreto de precision y exactitud, un método experimental, sencillo y eficaz, para el
calculo de LC es el método EURACHEM.

Consiste en preparar una serie de muestras con cantidades decrecientes de analito y analizar
cada una de ellas 6 veces consecutivas, representando CV (%) de la precision frente a la

concentracion de cada muestra.

Normalmente se fija un criterio de precision de un CV igual a 10% en el limite de
cuantificacion, aunque se puede llegar a aceptar hasta un 20 %, en funcién de las

caracteristicas del método.?

4.4.6 Robustez.

La robustez de un método analitico se define como la medida de su capacidad para
permanecer inalterado ante pequefias pero deliberadas variaciones en ciertos parametros,
proporcionando idea de su fiabilidad o “estabilidad™ durante su empleo en rutina. Es por
tanto la capacidad que demuestra el procedimiento de analisis para proporcionar resultados
validos en presencia de pequefios cambios respecto de las condiciones descritas en el

método, susceptibles de producirse durante su utilizacion.?

Ambito de aplicacion
Todos los métodos, sea cual sea la técnica empleada, son susceptibles de ser sometidos a un

estudio de robustez.
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Procedimientos de determinacion de la robustez:

1.

© oo N o g bk~ D

Identificar los factores que se verificaran.

Definir los diferentes niveles para los factores.

Seleccionar el disefio experimental.

Definir el disefio experimental.

Definir las respuestas a ser determinadas.

Realizar el experimento y determinar las respuestas del método.

Calcular el o los efectos.

Anadlisis grafico o estadistico de los efectos.

Obtener las conclusiones de acuerdo al andlisis estadistico y si es necesario, tomar
las medidas necesarias para mejorar el desempefio del método.*

Factores y niveles de influencia

Antes de definir los factores de variacion, hay que establecer donde se quieren estudiar su

influencia. Dicho de otra forma, que parametros se van a medir en cada ensayo. En el caso

de un andlisis cuantitativo resulta evidente que se debe analizar la influencia de cada

variable sobre la concentracidn de analito calculada. Pero en el caso de la cromatografia,

por ejemplo si hay presente mas de un analito interesara estudiar la influencia de cada

factor sobre los parametros que después definiran el test de idoneidad del método.

El estudio de la influencia sobre varios parametros NUNCA implica la realizacion de méas

ensayos, sino que se puede hacer a partir de los mismos.

Los factores a evaluar en cualquier método de andlisis pueden ser tanto factores

cuantitativos como cualitativos.?

Factores para HPLC

Composicion de la fase movil:
o Porcentaje de organico
o Concentracion de sales en el tampdn (fuerza ionica)

o Concentracion de aditivos
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o En gradientes: composicion inicial y final de la fase mévil y pendiente del
gradiente
e Volumen de inyeccion
e pH de la fase movil
e Flujo
e Tipo de columna:
o Fabricante de la fase estacionaria
o Lote de columna
o Antigiedad de la columna
e Detector: variacion de longitud de onda o voltaje

e Sensibilidad de integracion 2

Seleccion del disefio experimental
Los factores se estudian en un disefio experimental, el cual se selecciona de acuerdo al

namero de factores que se quieren investigar.

Todos los disefios posibles se establecen estudiando cada factor a dos niveles y permiten
explorar un namero relativamente grande de factores mediante un nimero relativamente
pequefio de experimentos. Los tipos de disefios son:

e Disefios factoriales completos y fraccionados

e Plackett-Burman (Youden Steiner).!

Para ambos casos existen dos posibilidades:
1. Disefio minimo

2. Interpretacion estadistica segun factores simulados.*

4.4.7 Incertidumbre
La incertidumbre de un resultado es un pardmetro que describe un intervalo dentro del cual
se espera que se encuentre la cantidad medida, teniendo en cuenta todas las fuentes de

error.”®
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Para expresar la incertidumbre se emplean tres simbolos:

1. Laincertidumbre estdndar (u) expresa el concepto como una desviacion estandar.

2. Incertidumbre estandar combinada: incertidumbre estandar de una medida cuando
dicho resultado se obtiene a partir de los valores de otras magnitudes. Se calcula a
partir de las incertidumbres estandar de dichas magnitudes, aplicando la propagacion
de la ley de errores aleatorios. Se expresa por uc (y)

3. Laincertidumbre expandida (U) define un intervalo que abarca una fraccion grande
de valores dentro de los cuales caera la cantidad que se estd midiendo y se obtiene
multiplicando u; por un factor de cobertura, k, elegido segln el grado de confianza
exigido para el rango es decir, U= ucy)* k. Puesto que u es analoga a una desviacion
estandar, si k es 2 (este es el valor por defecto generalmente tomado si no se da otra
informacion), entonces U proporciona aproximadamente una mitad del intervalo de

confianza del 95%.°

Tipos de Incertidumbre

De acuerdo al documento Guide to the Expression of Uncertainty in Measurement, una
guia general, avalada por los organismos BIPM, IEC, IFCC, ISO, IUPAC, OIML, sefala
que existe dos tipos de incertidumbre, que designa con las letras A y B, dependiendo de la
forma como se han obtenido sus valores para incorporarlos en los calculos de la

incertidumbre combinada o expandida.

e Incertidumbre tipo A: representa componentes que pueden ser evaluados a partir de
distribuciones estadisticas de serie de resultados (por tanto, experimentalmente en un

laboratorio y generalmente expresada por desviaciones estandar).

¢ Incertidumbre tipo B: también pueden caracterizarse por desviaciones estandar, son
aquellas que se evaltan a partir de distribuciones de probabilidad supuestas, basadas en
la experiencia o en otro tipo de informacidn. Son valores que generalmente no se han
obtenido en el propio laboratorio; por ejemplo a través de certificados que acompafian al

material volumétrico, a los materiales de referencia, etc.’
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Procedimiento para evaluar y expresar incertidumbres

En el afio de 1995, EURACHEM, publicé un documento sobre el calculo de incertidumbres
en las medidas analiticas (Quantifying uncertainty in analytical measurement). En dicho
documento se matizan las etapas a seguir para estimar incertidumbres en los laboratorios

analiticos:

1. Etapa. Especificacion (identificacion clara), tanto del mesurado como del
procedimiento experimental de medida.
2. Etapa. ldentificacion de las fuentes de incertidumbre. Se trata de enumerar las
fuentes potenciales de incertidumbre de un proceso analitico concreto (por ejemplo, el
muestreo, la extraccion, los equipos de medida, la pureza de los reactivo, etc.). Algunas
de estas fuentes de incertidumbre pueden no ser totalmente independientes y seria
necesario establecer covarianza.
3. Etapa. Cuantificacion de la incertidumbre. Se trata de simplificar al maximo el
problema. Para ello se hace primero una estimacion preliminar del orden de magnitud de
cada componente de la lista para eliminar aquellos no significativos y agrupar otros
componentes que puedan estimar se globalmente. Se sefialan cuatro formas basicas para
estimar los componentes individuales :

e Cuantificacion experimental.

e Empleo de materiales de referencia.

e Estimaciones basadas en resultados o datos previos.

e Estimaciones basadas en el criterio del analista.
4. Etapa. Calculo de la incertidumbre combinada, a través de las leyes de propagacion

de incertidumbres.

5. Etapa. Calculo de la incertidumbre expandida para un cierto nivel de confianza

(generalmente, el 95%, en cuyo caso el factor de cobertura es k= 2).°
4.5 Cromatografia

4.5.1 Consideraciones generales

Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua-Leon. 37



Validacion del Método Analitico para la cuantificacion de Aspirina y Acido Salicilico libre
en tabletas de 100 mg por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion.

La cromatografia es la ciencia y arte de separar entre si los componentes de una sustancia.
La separacion se consigue a través de una gran variedad de técnicas cuyas bases
moleculares tienen diferencias muy diversas. Por ejemplo, se pueden separar moléculas en
funcién de sus cargas moleculares, sus tamafios moleculares, sus masas moleculares, la
polaridad de sus enlaces, sus potenciales redox, sus constantes de ionizacién o bien en
funcion de la disposicion de sus enlaces, que determina su estructura isbmera 0 su
quiralidad. Como resultado hay una gran variedad de técnicas para llevar a cabo la

separacion de una sustancia.™

La separacion se realiza debido a las diferencias de afinidad de los componentes a separar
por la fase movil y la fase estacionaria. Los componentes separados pueden ser
cuantificados por medio de la determinacién de alguna propiedad fisicoquimica y su
comparacion contra la misma propiedad en un estandar de composicion y purezas

conocidas.®®

4.5.2 Caracteristicas de la fase mdvil y estacionaria en cromatografia liquida de alta

eficacia.

Fase movil

a. La fase mdvil es la que se traslada a través de la fase estacionaria.

b. Es la responsable de contener y trasladar al analito o sustancia a ser analizada, a
través de la fase estacionaria.

c. En general el traslado de la fase movil se realiza mediante mecanismos de presion y/o
gravedad.

d. Para que el analito pueda ser trasladado por la fase mdvil, es necesario que sea
soluble en ésta.

e. La fase mévil es un liquido.*

Fase estacionaria
a. La fase estacionaria es un lecho estacionario de gran superficie y es la responsable de

la separacion cromatogréafica del analito.
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b. Esta compuesta de un material insoluble con la fase maévil, que permite la separacién
del analito o sustancia a ser analizada mediante diversos mecanismos de interaccion
y/o afinidad, que se establecen entre ambos.

C.

En general la fase estacionaria es un sélido finamente dividido o un liquido dispuesto

sobre un sélido como soporte (superficie plana, columna).™

4.5.3 Clasificacion de la cromatografia liquida de resolucion
1) Cromatografia de reparto
2) Cromatografia de adsorcion o cromatografia liquido-solido
3) Cromatografia idnica
4) Cromatograffa de exclusion por tamafio o cromatografia en geles *

Polaridad creciente.
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| | |
|
|
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La figura pone de manifiesto que los distintos procedimientos que utilizan la cromatografia

de liquidos tienden a ser complementarios por lo que a sus campos de aplicacion se refiere.

Asi, para solutos con masas moleculares superiores a 10000 a menudo se utiliza la

cromatografia de exclusion por tamafio, aunque ahora también es posible tratar estos

compuestos con cromatografia de reparto en fase inversa. Para especies idnicas de masa

molecular més pequefia, se utiliza con frecuencia la cromatografia de intercambio idnico.

Los métodos de reparto se aplican a las especies pocos polares pero no ionicas. La

cromatografia de adsorcidén se elige con frecuencia para separar especies no polares,

isdbmeros estructurales y grupos de compuestos como, por ejemplo, los hidrocarburos

alifaticos de los alcoholes alifaticos.*

4.5.4 Instrumentacion en HPLC

a)
b)

c)

d)

f)

9)

h)
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Un recipiente para el solvente.

Una bomba capaz de bombear el solvente hasta una presion de 6000 psi y a un flujo
de hasta 10 ml/min.

Un bucle inyector el cual puede ser equipado con un loop de volumen fijo entre 1 a
200 pl (20 ul es usado frecuentemente como estandar).

Una columna, la cual es un tubo de acero inoxidable empacado, usualmente con
silica gel recubierta con octadecilsilano de diametro medio de particula (3.5 o 10
pum).

Una precolumna.

Un detector, el cual es usualmente un detector UV/visible. Para aplicaciones
especializadas un amplio rango de detectores estan disponibles.

Un sistema de captura de datos, el cual puede ser un integrador informatico o una
PC con software adecuado para el procesamiento de datos cromatogréaficos.

La columna es conectada al inyector y detector con tuberia de angosto diametro
interno 0.2 mm para minimizar el tiempo muerto.

Instrumentos mas avanzados pueden tener un inyector de muestra automatico y un
horno para columna, ademas son capaces de mezclar dos o mas solventes en

proporciones variables con el tiempo para producir un gradiente de fase mévil.*®
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a) Recipiente para la fase movil y sistemas para el tratamiento de los disolventes

Un aparato moderno de HPLC esté equipado con uno o mas recipientes de vidrio o de acero
inoxidable, cada uno de los cuales contiene de 200 a 1000 mL de un disolvente. Los
recipientes a menudo se equipan con un sistema para eliminar los gases disueltos —en
general oxigeno y nitrégeno- que interfieren formando burbujas en la columna y en los
sistemas de deteccion. Un desgasificador puede consistir en un sistema de bombeo por
vacio, un sistema de destilacion, dispositivos para calentar y agitar los disolventes o un
sistema de purga que permite arrastrar los gases disueltos fuera de la solucién mediante
finas burbujas de un gas inerte de baja solubilidad. Con frecuencia estos sistemas también
contienen un dispositivo para la filtracion del polvo y de las particulas sélidas en
suspension en los disolventes para evitar que estas particulas dafien la bomba o los sistemas
de inyeccion u obturen la columna. No es necesario que los desgasificadores y los filtros
sean partes integrantes de los sistemas HPLC. Una forma conveniente de tratar los
disolventes antes de introducirlos en el recipiente, consiste en filtrarlos a vacio a traves de
un filtro (millipore) de tamafio de poro pequefio. Este tratamiento elimina gases asi como la

materia en suspension.*

El mezclado interno y la desgasificacion en linea mejoran significativamente la
reproducibilidad durante la corrida y entre corridas. Se pueden utilizar hasta cuatro canales

lo cual permite el uso de gradiente para mejorar la separacion.’

Una separacion que utiliza un solo disolvente de composicion constante se denomina
elucidn isocrética. Con frecuencia, la eficacia de la separacion se aumenta notablemente
por una elucion con gradiente. En este caso se utilizan dos o tres sistemas disolventes con
una polaridad significativamente distinta. Una vez que comienza la elucién, se varia la
relacién de los disolventes de forma programada, a veces continuamente y a veces mediante

una serie de etapas escalonadas.’

b) Sistemas de bombeo
Los requisitos para un sistema de bombeo en HPLC son rigurosos e incluye:

i. Lageneracion de presiones por encima de 6000 psi.
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ii.  Un flujo libre de pulsaciones.
iii.  Unintervalo de caudales de 0.1 a 10mL/min.
iv. El control y la reproducibilidad del caudal menor de 0.5 por cien relativo.
v. Componentes resistentes a la corrosion (juntas de acero inoxidable o Teflon).
vi.  Se utilizan tres tipos de bomba, cada una con sus propias ventajas y desventajas:
e Bombas reciprocas.
e Bombas de jeringa o de desplazamiento.

o Bombas neumaticas o de presion constantes.*

c) Sistemas de inyeccion de muestras
Los primeros inyectores eran manuales y funcionaban mediante un loops que se llenaba

manualmente con una jeringa.”

Las inyecciones automaticas incrementan significativamente la productividad y

reproducibilidad en los resultados y reduce los errores por fatiga.*

d) La columna

Es el nacleo del sistema HPLC. Es donde se lleva a cabo la separacion de los componentes
de la muestra’®. Se construyen de ordinarios con tubo de acero inoxidable de diametro
interno uniforme, aunque en algunas ocasiones se encuentran tubos de vidrio de paredes

resistentes; estas Gltimas solo se utilizan a presiones menores de unos 600 psi.*

La mayoria de las columnas para cromatografia de liquidos tiene una longitud entre 10 y 30
cm, por lo comun, las columnas son rectas y se pueden alargar si es necesario, acoplando 2
0 mas columnas. El diametro interno de las columnas es a menudo de 4 a 10 mm y los
tamafos de las particulas de los rellenos mas comunes son 5 a 10 um. Talvez la columna
mas frecuentemente utilizada es la de 25 cm de longitud y 4.6 mm de didmetro interno, y
rellena con particulas de 5 pum. Este tipo de columna tiene de 40000 a 60000 platos/metro.

Recientemente, se han empezado a fabricar columnas de alta eficacia mas rapidas, las

cuales tienen menores dimensiones que las anteriormente descritas.*
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Las columnas pueden tener sus propios conectores de entrada y salida, la conservacion y

cuido de las mimas son criticos en el buen funcionamiento de un sistema de HPLC.%®

e) Precolumnas

En muchas ocasiones para aumentar la vida de la columna analitica, se coloca delante una
precolumna que elimina no so6lo la materia en suspension y los contaminantes de los
disolventes sino también componentes de la muestra que se unen irreversiblemente a la fase
estacionaria ademas, en cromatografia liquido-liquido, la precolumna sirve para saturar la
fase movil con la fase estacionaria y asi minimizar las pérdidas de ésta en la columna
analitica. La composicion del relleno de la precolumna deberia ser semejante al de la
columna analitica; sin embargo, el tamafio de particula es por lo comin mayor para

minimizar la caida de presion.*

f) Detectores
El detector es un dispositivo que contiene una celda de flujo por donde pasa la muestra y que
estd monitoreando de manera continua una propiedad fisicoquimica de la muestra,

alimentando los valores encontrados a la unidad de proceso de datos.™

Tipos de detectores
Los detectores en cromatografia de liquidos son de dos tipos basicos:
e Los detectores que se basan en la medida de una propiedad de la disolucién
responden a una propiedad del efluente, tal como:
o Indice de refraccion
o Constante dieléctrica
o Densidad
Los cuales se modifican por la presencia de los analitos.
e Detectores basados en una propiedad absoluta responden a algunas de las
propiedades del soluto, como:
o Absorbancia en el UV
o Fluorescencia

o Detectores de arreglo de diodos *°
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g) Unidad de proceso de datos
Es un dispositivo electrénico capaz de almacenar los sucesivos registros de respuesta Vs
tiempo enviados por el detector.

Tiene capacidad de realizar la integracion de los cromatogramas obtenidos, que permite
cuantificar los distintos componentes de una mezcla y con detector de arreglo de diodos, el
espectro UV de cada componente.

Se utiliza un software de computo con grandes capacidades de almacenamiento y proceso

de datos.*

h) Columnas termostatizadas

En muchas aplicaciones no se necesita un control estricto de la temperatura, y las columnas
trabajan a temperatura ambiente. Sin embargo, muchas veces si se controla la temperatura
de la columna en unas pocas décimas de grados centigrados, se obtienen mejores
cromatogramas. La mayoria de los instrumentos comerciales llevan actualmente hornos
para las columnas que controlan la temperatura de la columna a las decimas de grados,

desde la temperatura ambiente hasta 100 o 150 °C.*

La viscosidad de la fase movil se ve fuertemente influenciada por los cambios de

temperatura.

Pequefios cambios en la viscosidad se traducen en grandes cambios en el modo de
interaccion de la fase movil con la fase estacionaria y por tanto afecta de manera

significativa a la reproducibilidad de las separaciones.

Es importante asegurar una temperatura de trabajo constante (20 °C si no se indica otra

cosa) independiente de las condiciones ambientales.™

A causa de que la cromatografia de reparto es la mas ampliamente utilizada de las cuatro

modalidades de cromatografias de liquidos se abordaran detalles de esta a continuacion.
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4.5.5 Cromatografia de Reparto

En el pasado la mayoria de las aplicaciones se han referido a compuestos polares, no
ionicos de baja a moderada masa molecular (habitualmente < 3000). Sin embargo,
recientemente se han desarrollado algunos meétodos (derivatizacion y formacion de pares

ionicos) que han extendido las separaciones de reparto a los compuestos i0nicos.

La cromatografia de reparto se subdivide en dos, basandose en la forma en que se retiene la

fase estacionaria sobre las particulas soporte de relleno:

e Cromatografia liquido-liquido: la fase estacionaria liquida se retiene sobre la
superficie de soporte por adsorcion fisica
e Cromatografia de fase unida quimicamente: la fase estacionaria se une

quimicamente a la superficie de soporte.*

En relacion con las polaridades relativas de las fases movil y estacionaria se distinguen dos

tipos de cromatografia de reparto.

e Cromatografia en fase normal: en esta se utilizan fases estacionarias de elevada
polaridad y fases mdviles relativamente apolar.

e Cromatografia en fase inversa: la fase estacionaria es no polar, con frecuencia se
trata de un hidrocarburo y la fase mdvil es relativamente polar (como el agua,

metanol o el acetonitrilo).*

Los rellenos de fase unida quimicamente se clasifican como de fase inversa cuando el
recubrimiento enlazado tiene un carécter no polar y de fase normal cuando el recubrimiento
contiene grupos funcionales polares. Las columnas con relleno de fase inversa. Por lo
general el grupo R del siloxano en estos recubrimientos es una cadena Cg (n-octilo) o una
cadena Cig (n-octadecilo). En estas fases, los grupos de hidrocarburo de cadena larga se
alinean el uno junto al otro y en perpendicular a la superficie de la particula dando una

estructura semejante a una brocha o a un cepillo.
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Las cadenas mas largas originan relleno que muestran una mayor retencion ademas una
mayor longitud de la cadena permite una mayor cantidad de muestras. Por ejemplo, el
tamafio méximo de muestra para un relleno de Cyg es casi el doble que para uno de C4 en

condiciones similares.

En la mayoria de las aplicaciones de la cromatografia en fase inversa, la elucion se lleva a
cabo con una fase movil de elevada polaridad como es el caso de una disolucién acuosa
conteniendo concentraciones diversas de disolventes como metanol, acetonitrilo o
tetrahidrofurano. De este modo, se ha de poner especial cuidado en que el valor del pH no
sea mayor que 7.5 porque si no puede tener lugar la hidrolisis del siloxano, lo que
originaria la degradacion o destruccion del relleno.

Con rellenos comerciales de fase normal unida quimicamente, R en la estructura del
siloxano es un grupo funcional polar como es el caso de los grupos ciano, diol, amino y los
dimetilaminopropil. Las polaridades de estos materiales de relleno varian en un gran
intervalo, siendo el tipo ciano el menos polar y el tipo amino el méas polar. Los rellenos de
diol son de una polaridad intermedia. Con los rellenos de fase normal, la elucion se realiza
con disolventes relativamente no polares, tales como el etiléter, el cloroformo y el n-

hexano.*

Aplicaciones caracteristicas de la cromatografia de reparto *

Campo Mezclas Tipicas
Farmacos Antibiéticos, sedantes, esteroides,
analgeésicos.
Bioquimica Aminoéacidos, proteinas, carbohidratos,
lipidos.
Productos de alimentacion Edulcorantes artificiales, antioxidantes,
aflatoxinas, aditivos.
Productos de la industria quimica Aromaticos condensados, tensioactivos,
propulsores, colorantes.
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Contaminantes Pesticidas, herbicidas, PCB, fenoles

Quimica forense Drogas, venenos, alcohol, alcohol en

sangre, narcoticos.

Medicina clinica Acidos biliares, metabolitos de drogas,

extractos de orina, estrégenos.

4.6 Propiedades organolépticas y fisicoquimicas de la Aspirina

Estructura quimica:
HO @)

Nombre IUPAC sistematico: acido benzoico, 2-(acetiloxi).

Férmula quimica: CgHgOy4,

Peso molecular: 180.16 g/mol.

Almacenamiento: almacenar en recipientes herméticos.

Familia quimica: éster.’

Punto de fusion: 135 °C.

Punto de ebullicién: 140 °C.°

Solubilidad: soluble 1 en 300 de agua, 1 de cada 5 de alcohol, 1 en 17 de cloroformo, y 1
en 10 a 15 del éter; escasamente soluble en éter absoluto."’

pKa: 3.49a25°C.°

Caracteristicas organolépticas:
Estado fisico: sélido.
Color: cristales blancos.

Olor: inodoro o tiene un ligero olor.*’
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Estabilidad y reactividad:
Es estable en aire seco, en el aire himedo se hidroliza gradualmente a &cido salicilico y
4cido acético.’

4.7 Propiedades organolépticas y fisicoquimicas del acido salicilico

Estructura quimica:
o§ OH

OH

Nombre IUPAC sistematico: 2-hidroxibenzoico.

Férmula quimica: C;HgOs3,

Peso molecular: 138.1 g/mol.

Almacenamiento: almacenar en recipientes herméticos.’

Familia quimica: fenoles.

Punto de fusion: 158-161 °C.

Punto de ebullicién: 211 °C.%

Solubilidad: soluble 1 en 460 de agua, 1 en 15 de agua hirviendo, 1 en 3 de alcohol, 1 en
45 de cloroformo, 1 en 3 de éter, y 1 en 135 de benceno.*’

pKa: 2.97.%°

Caracteristicas organolépticas:

Estado fisico: solido.

Color: cristales blancos, generalmente en agujas finas o polvo blanco cristalino esponjoso.
Olor: la forma sintética es sin olor, pero si se prepara a partir de metil salicilato natural

puede tener un tinte ligeramente amarillo o rosa, y un débil olor a menta.'’

Estabilidad y reactividad: sensible a la luz.*’
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4.8 Monografia terapéutica de la Aspirina.

4.8.1 Mecanismo de accion

Los principales efectos terapéuticos y muchas de las reacciones adversas de ASA pueden
explicarse por su efecto inhibidor de la actividad de las ciclooxigenasas, enzimas que
convierten el acido araquidonico que se encuentra en las membranas celulares en
endoperoxidos ciclicos inestables, los cuales se transforman en prostaglandinas (PG) y
tromboxanos. Algunos de estos eicosanoides participan, en grado diverso, en los
mecanismos patdgenos de la inflamacién, el dolor y la fiebre, por lo que la inhibicién de su
sintesis por la ASA seria responsable de su actividad terapéutica, aunque, dada su
participacion en determinados procesos fisioldgicos, dicha inhibicion seria también
responsable de diversas reacciones adversas caracteristicas de los AINE .

Es preciso destacar que los eicosanoides son sélo una parte de los mediadores celulares
involucrados en la modulacion de una determinada funcién o proceso patolégico y que los
AINE no inhiben el conjunto de la cascada biosintética que tiene su origen en el &cido
araquidénico (p. ej., no afectan la actividad enzimatica de las lipooxigenasas que originan
leucotrienos y HPETE, ni otras vias no enzimaticas que dan lugar a los isoprostanos). Se
comprende asi la limitacion que poseen estos farmacos en el control de procesos

caracterizados por la intervencion de numerosos mediadores.

El ASA es un inhibidor irreversible de ambas ciclooxigenasas, mediante la acetilacion
covalente de un residuo de serina, en posicion 530 en la COX-1 y en 516 en la COX-2, en
el centro activo de la enzima. Como resultado, la COX-1 resulta permanentemente
inactivada, mientras que la COX-2, acetilada, y aunque pierda también su actividad

ciclooxigenésica, es capaz de sintetizar 15-HETE.®

4.8.2 Aplicaciones farmacoldgicas

e Acciones analgésicas, antitérmicas y antiinflamatoria
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La potencia analgésica y antitérmica del ASA guarda relaciébn con su actividad
anticiclooxigenésica, pero la actividad antiinflamatoria requiere dosis mas elevadas, se
deduce que en esta Gltima accién intervienen también otros mecanismos independientes de

la sintesis de prostaglandinas.

e Acciones metabdlicas
A las dosis utilizadas en la mayoria de sus indicaciones clinicas, los salicilatos no
interfieren significativamente con los procesos metabolicos esenciales. Sin embargo, a
concentraciones elevadas, en el limite superior de las utilizadas en el tratamiento de la
artritis reumatoidea, afectan intensamente el metabolismo intermediario y aunque no se
conoce en qué grado esto puede contribuir al efecto antirreumatico, ciertamente contribuye

a provocar el cuadro toxico por sobredosificacion.

A dosis toxicas, los salicilatos desacoplan la fosforilacion oxidativa, disminuyen la
produccién de ATP, interfieren con el metabolismo aerobio de la glucosa, inhiben las
deshidrogenasas y la 6-fosfofructocinasa de la glucdlisis, y la via de las pentosas. La
reduccion de la produccion de ATP repercute en la produccion de AMPc y en determinadas
reacciones anabolicas (p. ej., la sintesis de glucosa aminoglucanos, glucoproteinas y
colageno del tejido conjuntivo). Asimismo, pueden originar deplecion del glucégeno

hepatico, hiperglucemia y glucosuria.

e Acciones sobre la respiracion y el equilibrio &cido- base
A concentraciones elevadas, los salicilatos estimulan directamente el centro respiratorio:
aumentan la ventilacién, disminuyen la PCO2 vy, por consiguiente, favorecen la aparicién
de alcalosis respiratoria, que se observa en adultos, pero rara vez en nifios. Como
compensacion aumenta la eliminacion renal de HCOS3. Esta accion puede coincidir con un
aumento del consumo de 02, de la produccion de CO2 y de metabolitos acidos (piravico y
lactico), como consecuencia indirecta de la interferencia con el metabolismo de
carbohidratos, lo cual tiende a producir acidosis metabdlica. Al progresar el cuadro téxico,

la estimulacion del centro respiratorio va seguida de depresion, lo que impide la
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eliminaciéon del CO2 producido en los tejidos. En consecuencia, aparece un cuadro de

acidosis metabdlica y respiratoria, que constituye una urgencia médica.

e Otras acciones
El ASA muestra una marcada actividad antiagregante plaquetaria a dosis inferiores a las

analgésicas. A concentraciones elevadas interfiere en la sintesis de protrombina.’®

4.8.3 Farmacocinética
La aspirina y otros salicilatos se absorben rdpidamente del tracto gastrointestinal cuando se
toman por via oral pero la absorcion después de dosis rectal es menos fiable (es mas lenta y

erratica). La aspirina y otros salicilatos también pueden ser absorbidos por la piel.*’

El ASA se absorbe muy bien en el estbmago y el duodeno; puesto que su pKa es de 3,5, en
el medio acido del estdbmago se encuentra predominantemente en forma no ionizada, lo cual
facilita su absorcion por difusion simple; el tméax es de 1 hora. A su paso por la mucosa y,
especialmente, en el primer paso hepético, parte del ASA se hidroliza a salicilato; cuanto
mas rapida es la absorcion, menor es la hidrélisis y mayor la Cmax plasmatica, pero existe
también gran variabilidad interindividual en la velocidad de hidrolisis del AAS y, por lo
tanto, en la Cméax alcanzable. El alimento reduce la velocidad de absorcion, pero no la

cantidad total absorbida.*®

Una vez absorbida, la aspirina se convierte rapidamente a salicilato, pero durante los
primeros 20 minutos después de una dosis de aspirina por via oral es la principal forma de
la droga en el plasma. La aspirina se une de 80 a 90% a proteinas plasmaticas y es
ampliamente distribuida; su volumen de distribucion es 170 mL/ kg en adultos. Cuando las
concentraciones plasmaticas de la droga aumentan, los sitios de union en las proteinas se
saturan y el volumen de distribucion aumenta. Tanto la aspirina y el salicilato tienen
actividad farmacoldgica aunque solo la aspirina tiene efecto antiplaquetario. El salicilato es
ampliamente unido a proteinas plasmaticas y se distribuye rapidamente a todas las partes
del cuerpo. El Salicilato aparece en la leche materna y atraviesa la placenta.’
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El salicilato se elimina principalmente por metabolismo hepatico; los metabolitos son el
acido saliciltrico (75%), glucoronido salicilfendlico (10%), glucoronido salicilacilo (5 %),

y 4cido gentisico (< 1 %)."

La formacion de los mayores metabolitos, acido salicildrico y glucurénido salicilfendlico,
se saturan facilmente y siguen la cinética de Michaelis-Menten; las otras rutas metabdlicas
son procesos de primer orden. Como resultado, en estado estacionario plasma — salicilato
las concentraciones aumentan desproporcionadamente con la dosis. Después de una dosis
de 325 mg de aspirina, la eliminacion es un proceso de primer orden y la vida media
plasmatica de salicilato es alrededor de 2 a 3 horas; en dosis altas de aspirina, la vida media
aumenta a 15 a 30 horas. EI Salicilato también se excreta sin cambios en la orina (10%) de
promedio, la cantidad excretada por esta ruta aumenta con la dosis y también depende del el
pH urinario, aproximadamente el 30 % de una dosis se excreta en la orina alcalina en
comparacion con 2 % de una dosis en orina acida. La excrecion renal implica filtracion

glomerular, secrecion renal tubular activa y reabsorcion tubular pasiva.

El tratamiento prolongado con dosis elevadas produce cierto grado de induccion hepaética,
que tiende a reducir los niveles plasmaticos.

El salicilato se elimina por hemodialisis."’

4.8.4 Usos

La aspirina se usa para el alivio del dolor leve a moderado tales como dolor de cabeza,
dismenorrea, mialgias, y dolor dental. También se ha utilizado en el manejo del dolor y la
inflamacién en trastornos reumaticos agudos y crénicos tales como artritis reumatoide,
artritis idiopatica juvenil, osteoartritis y espondilitis anquilosante. En el tratamiento de
condiciones febriles menores, tales como los resfriados o la gripe, la aspirina puede reducir

la temperatura y aliviar el dolor de cabeza y dolores musculares y articulares.

La aspirina también se utiliza por su actividad antiplagquetaria en el tratamiento inicial de

trastornos cardiovasculares tales como angina de pecho y el infarto de miocardio y para la
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prevencion de eventos cardiovasculares en pacientes de riesgo. Otros de sus usos incluyen

el tratamiento y la prevencion de los trastornos cerebrovasculares como el ictus.

Indicaciones de la aspirina en terapia con nifios son extremadamente limitadas debido al
riesgo del sindrome de Reye, pero incluyen enfermedad de Kawasaki y artritis idiopatica

juvenil.*’

4.9 Hidrolisis de la Aspirina

La hidrdlisis de ésteres como la aspirina representa uno de los tipos mas comunes de
inestabilidad de drogas. La hidrdlisis de ésteres es catalizada ya sea por el ion hidrégeno o
el ion hidroxido, aunque la catélisis que es importante desde el punto de vista de la
estabilidad de la droga depende del compuesto especifico y del pH de la solucion.

El clivaje hidrolitico de la aspirina a acido salicilico y &cido acético fue estudiado por

Edwards:
O—OH O——OH

o)
i -
O—“—CH3 H20 OH Ho CHg
_|_

_—

Aspirina

Edwards obtuvo el interesante perfil de pH, este perfil obtenido para la aspirina fue
atribuido a una reaccion de la forma:
-d [aspirina] o/ dt= ki [H'] [HA]+k2 [H'] [AT+ks [OH][AT+K[A]

100 —
10 —

| E—

01 —
I S T T O N N NI N

K (dia)

2 4 o6 8 10 12
Velocidad de aparente primer orden de hidrélisis de la aspirina en funcién de pH a 17 °C.
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En donde [HA] representa la aspirina no disociada y [A] representa el anion aspirina. La
hidrélisis anionica independiente del [pH] indicada por la region de pH 5 y 9 ha sido
atribuida a la catélisis intramolecular por el anion ortocarboxilato, mas que a la catélisis

acido-base general por agua.

Esta catalisis intramolecular es la principal responsable de la alta inestabilidad de las

soluciones acuosas de aspirina en el espectro de pH de utilidad farmacéutica.

Sy
O H___;" enta OH oH
HH""-H _—
- CHs :j(
= a CH3

ripida /

+H:c )

o —OH

]

Fersht y Kirby representaron la reaccion intramolecular del ion carboxilato como una
catalisis basica general de ataque por una molécula de agua. En el caso de nucleéfilos como
el etanol, el hidroxilo terminal del polietilenglicol (PEG) y la funcion e-amino de lisina de
la albumina sérica pueden participar en esta reaccion en la misma forma que el agua. Asi, a
partir de la aspirina en solucién de etanol, el acetato de etilo aparece como producto; en
polietilenglicol se forma un acetato de polietilenglicol y en una solucién que contenga

albumina seérica, la aspirina produce una albimina sérica acetilada.

Al utilizar PEG 400 acetilado como solvente para la aspirina lograron demostrar que en

dicho solvente habia una pérdida de aspirina menor del 1% después de 30 dias a 45°C."
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V. HIPOTESIS

El método por HPLC planteado cumple con los parametros de validacion y es apto para la
cuantificacion de Aspirina y acido salicilico libre en muestras de tabletas de Aspirina de
100 mg.
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VI. MATERIAL Y METODO
6.1 Tipo de estudio:
Experimental. Validacion de tipo prospectiva.

6.2 Poblacion:
Tabletas de Aspirina de 100 mg.

6.3 Muestra:
50 tabletas de Aspirina de 100 mg del lote 134 de Laboratorios Divina.

6.4 Alcance:
Cuantificacion de Aspirina y acido salicilico libre en tabletas de 100 mg por la técnica

instrumental de cromatografia liquida de alta resolucion.

6.5 Plan de anlisis:
Se utilizd Excel 2010 para el procesamiento de los datos obtenidos, la creacion de tablas y
graficos necesarios asi como para la estimacién de incertidumbres asociadas al método

analitico.

6.6 Reactivos y materiales:

TABLA DE REACTIVOS

Nombre Grado Descripcion Foérmula quimica

Acetonitrilo Reactivo Liquido incoloro, de olor | CH3CN
Grado HPLC | caracteristico.

Marca: MERC.
Pureza: 99.8 %.

Acido acético Reactivo Liquido transparente | CH;COOH
glacial incoloro. Marca: J.T
Baker.

PE: 40°C. Pureza: 99.8 %.
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Acido acetil Estandar Cristales blancos. CsH4(OCOCH3)COOH
salicilico secundario | Lote: 201003110.

Acido clorhidrico Reactivo Liquido incoloro y con | HCI
vapores. Olor irritante,
caracteristico de &cido
Clorhidrico.

D: 1.18 g/ml.
PM: 36.5 g/mol.
Pureza: 37.1%.
Acido formico Reactivo Liquido  claro,  olor | CH,0O,
picante penetrante.
Marca: JT baker chemical
Co. Pureza: 89.2 %.
Acido salicilico. Estandar Cristales blanco inodoro. | C7HgO3
secundario | Lote 0409302.
Acido sulfdrico Reactivo Es un liquido aceitoso, sin | H,SO4
color y sin olor. Es muy
COrrosivo.
Pureza: 96.1%.
Densidad: 1.84 g/ml.
Agua Destilada Liquido  incoloro e | H)O
inodoro.
Biftalato de Patron Polvo cristalino blanco. | CgHsKO4
potasio primario PM: 204.23 g/mol.
Pureza: 98.98%.
Etanol Reactivo Liquido incoloro claro, de | CH3;CH,OH
olor caracteristico.
Pureza: 99.9%.
Fenolftaleina Indicador de | Sélido amarillo pélido, | C,oH1404
pH inodoro.
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Hidroxido de Reactivo Sélido blanco | NaOH
sodio delicuescente.
PM: 40 g/mol.
Pureza: 98.2%.
Peroxido de Reactivo Agua oxigenada 3 % p/v; | H,O,
hidrégeno Marca: Discarsa.
Rojo fenol Indicador de | Cristales rojos C19H1405S
pH PM: 354.3 g/mol.
Sal sodica del Reactivo Polvo cristalino blanco. C7/H1503S.Na
acido grado HPLC | Marca: Fisher Scientific.

1-heptanosulfénico

TABLA DE MATERIALES

Nombre Descripcion

Agitador magnético. Marca: SYBRON; modelo: Thermolyne type

Agitador eléctrico o 0 -
7200 stir-light; modelo N*: SL-7225; serial N*: 275.

Balanza analitica marca: A&D; modelo: GH-120; capacidad:
max. : 120 g, min.: 0.0001 g; desviacion: 0.1 mg; e= 1 mg; serie:
13506973.

Balanza analitica marca: A&D; modelo: HM-120; capacidad:

Balanza analitica

max. : 120 g, min.: 0.0001 g; desviacion: 0.1 mg; serie:
15102356.

Balones de 100 ml, 50 ml y 25 ml marca KIMAX KIMBLE clase

Balones

A. Balones de 1000 ml marca Pyrex clase A.

Beaker marca Kimax USA de 100 ml. Beaker marca Kimax
Beaker kimble de 1000 ml, Beaker marca PYREX USA de 20 ml £5% y

250 ml £5%.
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Bomba de vacio

Bomba para filtrar y desgasificar fase moévil y solventes. Marca:
DRYFAST ULTRA; modelo N* 2021B-01 REV.

Bureta

Bureta de 25 ml. Marca: KIMAX KIMBLE TD; clase A.

Bureta de 50 ml. Marca: Borosil ®.

Campana de

extraccion de gases

Marca: LABCONCO.

Cocina

Marca: Isotemp ® Fisher Scientific.

Columna

cromatogréafica

Pursuit XRs 5-C18 250 mm * 4.6 mm
P/N A6000250X046; S/N 310248. Marca: Varian

Cromatografo liquido
de alta resolucién

Cromatografo liquido; marca: Varian; modelo: 920-L-C; serie:
EL08053903.

Destilador Marca: Fistreem; modelo: Barnstead.
Para filtrar soluciones y para trasvasar polvos a balén. Marca:
Embudo
KIMAX USA.
Erlenmeyer Erlenmeyer de 250 + 5%. Marca: Pyrex.
) Espatula de acero inoxidable utilizada para pesar reactivos y
Espatula

patrones.

Filtrador Millipore

Marca: Milipore” stainless-steel

Area de filtracién: 13 mm.

Filtro para fase mavil

Usado en el kit de microfiltracion. Filtro de membrana de nylon;

y solventes marca: Whatman®; porosidad: 0.45 um; diametro: 47mm.
) Jeringa de plastico de 10 ml para la toma de muestras, utilizada
Jeringa para llenar viales.
Kit de micro Para filtrar disolventes y fase mdvil. Marca: KONTES Ultra-
filtracion ware.
Magneto Magneto agitador.

Mortero y pilon

Para triturar las tabletas. Marca: Coors USA II.
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Papel de aluminio

Papel de aluminio para pesar reactivo; marca: Mirave.

Papel filtro

Marca Whatman®; porosidad: 0.45 pm; didmetro: 70mm.

Pera de succién

Utilizada junto con la pipeta para transvasar liquidos de un
recipiente a otro evitando succionar con la boca liquidos
emitan Marca:

Venenosos,  COrrosivos 0 que

FISHERBRAND.

Vapores.

pH metro

Marca;: METTLER TOLEDO; nimero de serie: 1229135195.

Pipeta seroldgica

Pipeta de 5 ml, marca: KIMAX-51 ® KIMBLE USA, clase: A +
0.02 ml.

Pipeta volumétrica

Pipeta de 2 ml (£0.006); marca: KIMAX KIMBLE USA. Pipeta
de 5 ml (£0.01) y 10 ml (£0.02) marca Fisherbrand clases A.

Pizeta

Pizeta de polietileno 500 ml de capacidad. Marca FISHER Brand.

Probeta

Probeta de 10 ml, 500 ml y 1000 ml, marca PYREX® USA.
Probeta de 50 ml, marca: KIMAX USA.

Soporte de embudo

Soporte especial de madera horadada, para colocar embudos

corrientes.

Soporte metalico

Utilizado en determinaciones volumétricas. Marca: FISHER

CASTALOY-R.

Ultrasonic Cleaner

Ultrasonic cleaner marca: Bransonic; modelo: B3-R. Bafo

ultrasénico para aclarar solucion.

Vial Kit

Viales para HPLC: recipiente que contiene las muestras a

inyectar; marca: VARIAN. Septa de 9 mm.
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6.7 Procedimiento analitico para la cuantificacion del estdndar de referencia de acido

salicilico y Aspirina.

6.7.1 Pureza de Acido Salicilico

Disolver aproximadamente 0.12 g en 30 ml de etanol, agregar 20 ml de agua y valorar con
NaOH 0.1 M SV, usando solucién de rojo fenol como indicador hasta obtener un color
rojizo violeta. Cada ml de NaOH 0.1 M SV equivale a 13.81 mg de C;HO3 %

Determinar el contenido de cido salicilico mediante la siguiente férmula:
M ido salicilico= titre * Ml naon * f

% Pureza = (M experimental / M tesricay~ 100

6.7.2 Pureza de Aspirina
Colocar aproximadamente 100 mg de aspirina, pesados con exactitud en un matraz, agregar
30 ml de NaOH 0.1 N SV, y calentar a ebullicion moderada durante 10 minutos. Agregar
fenolftaleina S.R y valorar el exceso de NaOH con H,SO, 0.1 N SV. Realizar una
determinacion con un blanco. Cada ml de NaOH 0.1 N es equivalente a 9.008 mg de
CoHgO, ™
Determinar el contenido de aspirina mediante la siguiente formula:

M| NaoH muestra = MI HSO4 X N H,SO4

N NaoH
M aspirina= titre * (Ml Naok blanco~ M NaoH muestra) * T

% Pureza = (M experimental / M tesrica) = 100

Donde:

ml H,SO, : Volumen gastado de acido sulfurico en la valoracion.

N H,SO,: Normalidad del &cido sulfurico.

N NaOH: Normalidad del Hidrdxido de sodio.

ml NaOH nuestra: VOlumen de Hidroxido de sodio que reacciona con el acido sulfarico en la
valoracion.

ml NaOH pianco: Volumen de Hidroxido de sodio utilizado en el blanco.
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6.8 Procedimiento de preparacion de reactivos.

6.8.1 Preparacion y estandarizacion de NaOH 0.1 N0 0.1 M
Disolver 4 g de NaOH en 200 ml de agua, transferir a un balon de 1000 ml y aforar a

volumen. Agitar.

Pesar con exactitud aproximadamente 300 mg de biftalato de potasio, transferirlo a un
erlenmeyer y disolverlo en 50 ml de agua. Agregar 2 gotas de fenolftaleina SR y valorar
con la solucion de NaOH hasta obtener un color rosado permanente. Cada 20.423 mg de

biftalato de potasio equivale a un ml de NaOH 0.1 N.*°

Determinar la normalidad del NaOH mediante la siguiente formula:
N= mg de biftalato de potasio
204.23 mg *ml NaOH

6.8.2 Preparacion y estandarizacion de Acido sulfirico 0.1 N
Medir 2.8 ml de H,SQO, y transferirlo en un balon de 1000 ml que contenga 300 ml de agua,

dejar enfriar y aforar a volumen. Agitar.

Con una bureta medir con exactitud 30 ml de una solucion de NaOH 0.1 N (previamente
estandarizada) adicionar 2 gotas de solucion de fenolftaleina SR, agitar suavemente.
Valorar con la solucion de acido sulfarico 0.1 N hasta obtener una solucion incolora.

Realizar por triplicado.

Determinar la normalidad del H,SO, mediante la siguiente formula:

N = (Ml naon X N NaoH)
ml H,SO4

6.8.3 Preparacion de solucion de fenolftaleina

Disolver 1 g de fenolftaleina en 100 ml de etanol.
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6.8.4 Preparacion de solucion de rojo fenol (fenolsulfonftaleina)

Disolver 100 mg de fenolsulfonftaleina en 100 ml de etanol vy filtrar si fuera necesario.

6.8.5 Preparacion NaOH 1N
Pesar 4 g de NaOH, transferirlo a un balon de 100 ml, disolverlo con 30 ml de agua y aforar

a volumen. Agitar.

6.8.6 Preparacion HCI 1N
Medir 8.3 ml de HCI y transferir a un balon de 100 ml que contenga 50 ml de agua, enfriar

y aforar a volumen.

6.9 Método de andlisis para la cuantificacion de Aspirina y &cido salicilico libre en

tabletas.

6.9.1 Preparacion de fase mdvil: la fase movil estd compuesta por una mezcla de una

solucidén de 1-heptanosulfonato de sodio a pH 3.5 y acetonitrilo en una proporcién 70:30.

1. Disolver 1.6 g de 1-heptanosulfonato de sodio en aproximadamente 300 ml de agua,
transferir a un balén de 1000 ml y aforar a volumen. Ajustar el pH de esta solucién a 3.5 +
0.05 con &cido acético glacial. Filtrar y desgasificar usando un filtro de nylon de tamafio de
poro de 0.45 pum y 47 mm de diametro.

2. Filtrar y desgasificar 500 ml de acetonitrilo, usando un filtro de nylon de tamafio de poro
de 0.45 pm y 47 mm de didmetro.

3. Colocar en el reservorio A la solucion a pH 3.5 y en el reservorio B el acetonitrilo.

6.9.2 Preparacion de solucion de dilucién:
Preparar una mezcla de acetonitrilo y &cido formico (97:3). Filtrar y desgasificar usando un
filtro de nylon de tamafio de poro de 0.45 um y 47 mm de didmetro.
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6.9.3 Preparacion de la solucion estandar de Aspirina a la concentracion nominal (400
pg/ml):

Solucién 1: Previa correccion de pureza, pesar el equivalente a 50 £ 1 mg de estandar de
acido acetil salicilico y transferir a un balon de 50 ml, disolver con 30 ml de solucion de
dilucion, agitar manualmente por 30 segundos y posteriormente sonificar en el ultrasénico

por 5 minutos, enfriar y aforar con solucién de dilucion. Agitar.

Solucion 2: De la solucién anterior, tomar 10 ml y transferir a un balon de 25 ml aforar con
solucion de dilucion. Agitar manualmente por 30 segundos. Filtrar la solucién con el
filtrador Millipore usando un filtro de nylon de tamarfio de poro de 0.45 pum por 13 mm de

didmetro. Transferir la solucién filtrada a un vial de 2 ml.

6.9.4 Preparacion de la solucion estdndar de acido salicilico a la concentracion
nominal (32 pg/ml):

Solucién 1: Previa correccion de pureza, pesar el equivalente a 20 £ 1 mg de estandar de
acido salicilico y transferir a un balén de 50 ml, disolver con 30 ml de solucion de dilucion,

agitar manualmente por 30 segundos, y aforar con solucion de dilucion.

Solucion 2: Tomar 2 ml de la solucion anterior, transferir a un balén de 25 ml y aforar con
solucién de dilucion. Agitar manualmente por 30 segundos. Filtrar la solucion con el
filtrador Millipore usando un filtro de nylon de tamarfio de poro de 0.45 pum por 13 mm de

didmetro. Transferir la solucidn filtrada a un vial de 2 ml.

6.9.5 Preparacion de solucion de muestra a la concentracion nominal (400 pg/ml):

Solucion 1: Pesar y pulverizar finamente no menos de 20 tabletas de Aspirina de 100 mg.
Transferir una cantidad de polvo pesada con exactitud, que equivalga aproximadamente a
50 £ 1 mg de Aspirina, a un balon de 50 ml. Agregar 30 ml de solucién de dilucion agitar
mecanicamente por 30 segundos y posteriormente sonificar por 5 minutos en agitador

ultrasonico, dejar enfriar y aforar a volumen. Agitar y filtrar con papel de filtro.
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Solucion 2: Tomar 10 ml de la solucion 1 filtrada, transferir a un balon de 25 ml y aforar
con solucién de dilucion. Agitar manualmente por 30 segundos. Filtrar la solucion con el
filtrador Millipore usando un filtro de nylon de tamarfio de poro de 0.45 pum por 13 mm de

diametro. Transferir la solucidn filtrada a un vial de 2 ml.

6.9.6. Preparacion de una solucién blanco:

La fase movil es utilizada como solucion blanco. Preparar 100 ml de fase mévil como se
indica en el apéndice 6.9.1. Filtrar la solucién con el filtrador Millipore usando un filtro de
nylon de tamafio de poro de 0.45 um por 13 mm de diametro. Transferir la solucion filtrada

a un vial de 2 ml.

6.9.7 Condiciones cromatograficas:
Equipar el cromatografo con un detector a 280 nm y una columna Pursuit XRs 5-C18 250
mm x 4.6 mm y mantener a una temperatura de 45 + 1 °C. La velocidad de flujo es de 1.2

ml por minuto.

6.9.8 Procedimiento:

Inyectar por separado en el cromatdgrafo, volumenes iguales (10 pL) de la soluciones
estandares de Aspirina y é&cido salicilico y de la solucion muestra. Registrar los

cromatogramas y medir las respuestas correspondientes a los picos principales.

Calcular el porcentaje recuperado de aspirina (CgHgO,) en la porcién de Tabletas tomada,

A\ (Wp VoPy (Vs 1
ooasp = (52) (520) (12, o
Ay )\vy V3 J\Vs ) wy,
Donde:

% Asp: Porcentaje de aspirina recuperado.

por la férmula:

Am: area promedio de aspirina de las inyecciones de la muestra.
Ap: area promedio de las inyecciones del estandar de aspirina.
Wp: cantidad del estandar de aspirina pesada en mg.

P: pureza del estandar de aspirina.
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V1: volumen del balén en el cual se preparo el estandar de aspirina.

V,: volumen de la alicuota tomada del V.

V3. volumen del baldn en el cual se diluy6 el V.

V4: volumen del balon en el cual se diluyé el Vs,

Vs: volumen de la alicuota tomada del V.

Vs volumen del baldn en el cual se prepard la solucion muestra de aspirina.

Wm: cantidad de muestra equivalente de aspirina pesada en mg.

Calcular el porcentaje de acido salicilico libre en la porcién de Tabletas tomada, por la

%AS = ( ’”) (Was} L2) <L4[’6)( 1 )
Ap [’1[’3 [’5 Wasa
Donde:

% AS: Porcentaje de acido salicilico libre encontrado.

férmula:

Am: area promedio de &cido salicilico de las inyecciones de la muestra de aspirina.
Ap: area promedio de las inyecciones del estandar de &cido salicilico.

Was: cantidad del estandar de acido salicilico pesada en mg.

P: pureza de estandar de acido salicilico.

V1: volumen del balon en el cual se preparé el estandar de acido salicilico.

V,: volumen de la alicuota tomada del V.

V3. volumen del bal6n en el cual se diluy6 el V.

V,: volumen del bal6n en el cual se diluyé el Vs,

Vs: volumen de la alicuota tomada del V.

Ve volumen del baldn en el cual se prepard la solucién muestra de aspirina.

Wasa: cantidad de muestra equivalente de aspirina pesada en mg.

6.10 Procedimiento experimental para determinar los parametros de validacion en la
cuantificacion de Aspirina.

Verificacion del equipo: Antes de la realizacion de los pardmetros de la validacion se
efectud la verificacion del Cromatografo liquido de alta resolucion, obteniéndose

resultados satisfactorios (estos datos no se muestran por politicas del laboratorio).
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6.10.1 Aptitud del Sistema
6.10.1.1 Procedimiento

Preparar una solucion estandar de Aspirina a la concentracion nominal como se indica en el

apéndice 6.9.3. y realizar repetidamente 10 lecturas.

Determinar:

e Coeficiente de variacién de los factores respuesta (areas).

e NuUmero de platos teéricos USP.

e Factor de asimetria.

6.10.1.2 Criterios de aceptacion

PARAMETRO ESTADISTICO

CRITERIO DE ACEPTACION

Coeficiente de variacion < 2%
Numero de platos teéricos USP > 2000
Factor de asimetria <2

6.10.2 Selectividad y/o especificidad

6.10.2.1 Identificacion del activo
6.10.2.1.1 Procedimiento

Preparar una solucion estandar de Aspirina a la concentracién nominal como se indica en el

apéndice 6.9.3. (Solucion A).

Preparar una solucion muestra a la concentracion nominal como se indica en el apéndice

6.9.5. (Solucion B).

Preparar una solucién blanco como se indica en el apéndice 6.9.6. (Solucion C).

Analizar por triplicado cada una de las soluciones.

Comparar los espectros obtenidos en la solucion estandar con los espectros obtenidos en la

solucion muestra; y comparar los espectros obtenidos en la solucion estandar con los

espectros obtenidos en la solucion blanco.

6.10.2.1.2 Criterios de Aceptacién

El espectro de la solucidon Ay el espectro de la solucion B. Identificacion positiva.

El espectro de la solucion Ay el espectro de la solucion C. Identificacion negativa.
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6.10.2.2 Selectividad frente a productos de degradacion
6.10.2.2.1 Procedimiento
Preparar una solucion estandar a la concentracién nominal como se indica en el apéndice
6.9.3 y soluciones estandares a diferentes condiciones de estrés como:
e Hidrolisis alcalina
e Hidrdlisis acida

e Oxidacion

» Hidrdlisis alcalina:
Solucion 1: Transferir a un balén de 50 ml una cantidad de estandar que equivalga
aproximadamente a 50 + 1 mg de Aspirina, afiadir 10 ml de NaOH 1 N y agitar
manualmente por 30 segundos. Almacenar esta solucion durante 2 horas a temperatura
ambiente de trabajo (25 + 1°C); transcurrido el tiempo de almacenamiento adicionar 30 ml
de solucién de dilucion, sonificar por 5 minutos en agitador ultrasénico, dejar enfriar y

aforar a volumen. Agitar y filtrar con papel de filtro.

Solucion 2: De la solucion anterior filtrada, tomar 10 ml y transferir a un balén de 25 ml,
aforar con solucién de dilucion. Agitar manualmente por 30 segundos. Filtrar la solucion
con el filtrador Millipore usando un filtro de nylon de tamafio de poro de 0.45 um por 13
mm de didmetro. Transferir la solucién filtrada a un vial de 2 ml. Leer por triplicado la

solucioén.

» Hidrdlisis &cida:
Solucién 1: Transferir a un balén de 50 ml una cantidad de estandar que equivalga
aproximadamente a 50 = 1 mg de Aspirina, afiadir 10 ml de HCI 1 N y agitar manualmente
por 30 segundos. Almacenar esta solucion durante 2 horas a temperatura ambiente de
trabajo (25 + 1°C); transcurrido el tiempo de almacenamiento adicionar 30 ml de solucién
de dilucion, sonificar por 5 minutos en agitador ultrasénico, dejar enfriar y aforar a

volumen. Agitar y filtrar con papel de filtro.
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Solucion 2: De la solucion anterior filtrada, tomar 10 ml y transferir a un balon de 25 ml,
aforar con solucion de dilucion. Agitar manualmente por 30 segundos. Filtrar la solucion
con el filtrador Millipore usando un filtro de nylon de tamafio de poro de 0.45 um por 13
mm de diametro. Transferir la solucién filtrada a un vial de 2 ml. Leer por triplicado la

solucion.

» Oxidacion:
Solucién 1: Transferir a un balén de 50 ml una cantidad de estdndar que equivalga
aproximadamente a 50 £ 1 mg de Aspirina, afiadir 10 ml de Perdxido de Hidrogeno 3 % y
agitar manualmente por 30 segundos. Almacenar esta solucion durante 2 horas a
temperatura ambiente de trabajo (25 + 1°C); transcurrido el tiempo de almacenamiento
adicionar 30 ml de solucion de dilucion, sonificar por 5 minutos en agitador ultrasénico,

dejar enfriar y aforar a volumen. Agitar y filtrar con papel de filtro.

Solucién 2: De la solucion anterior filtrada, tomar 10 ml y transferir a un balén de 25 ml,
aforar con solucion de dilucion. Agitar manualmente por 30 segundos. Filtrar la solucion
con el filtrador Millipore usando un filtro de nylon de tamafio de poro de 0.45 um por 13
mm de diametro. Transferir la solucién filtrada a un vial de 2 ml. Leer por triplicado la

solucioén.

6.10.2.2.2 Criterio de Aceptacion

Comparar los cromatogramas del estandar sin someter a stress con el cromatograma de la
solucidn estandar sometidos a estrés quimico y evaluar si el grado de respuesta del método
analitico es Unicamente proporcionado por el analito de interés sin interferencias de picos

adyacentes sobre la banda de elucion principal del pico de aspirina.
6.10.3 Linealidad
6.10.3.1 Linealidad del sistema

6.10.3.1.1 Procedimiento
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Preparar en forma independiente 7 soluciones estandar de Aspirina a las siguientes
concentraciones 70%, 80%, 90%, 100%, 110%, 120% y 130% de la concentracion nominal

utilizada en el método de ensayo.

Preparacion de la solucion estandar al 70%:

Solucién 1: Previa correccion de pureza, pesar el equivalente a 35 £ 1 mg de estandar de
acido acetil salicilico y transferir a un balén de 50 ml, disolver con 30 ml de solucion de
dilucion, agitar manualmente por 30 segundos y sonificar posteriormente en el ultrasonico

por 5 minutos, enfriar y aforar con solucién de dilucion. Agitar.

Solucion 2: Tomar 10 ml de la solucion 1, transferir a un balén de 25 ml y aforar con
solucién de dilucion. Agitar manualmente por 30 segundos. Filtrar la solucion con el
filtrador Millipore usando un filtro de nylon de tamafio de poro de 0.45 pum por 13 mm de

didmetro. Transferir la solucidn filtrada a un vial de 2 ml.

Preparacién de la solucion estandar al 80%:

Solucion 1: Previa correccion de pureza, pesar el equivalente a 40 £ 1 mg de estandar de
acido acetil salicilico y transferir a un balén de 50 ml, disolver con 30 ml de solucién de
dilucién, agitar manualmente por 30 segundos y sonificar posteriormente en el ultrasénico

por 5 minutos, enfriar y aforar con solucién de dilucién. Agitar.

Solucion 2: Tomar 10 ml de la solucion 1, transferir a un balén de 25 ml y aforar con
solucién de dilucion. Agitar manualmente por 30 segundos. Filtrar la solucion con el
filtrador Millipore usando un filtro de nylon de tamarfio de poro de 0.45 pum por 13 mm de

didmetro. Transferir la solucidn filtrada a un vial de 2 ml.

Preparacion de la solucion estandar al 90%:

Solucion 1: Previa correccion de pureza, pesar el equivalente a 45 + 1 mg de estandar de
acido acetil salicilico y transferir a un balén de 50 ml, disolver con 30 ml de solucién de
dilucién, agitar manualmente por 30 segundos y sonificar posteriormente en el ultrasénico

por 5 minutos, enfriar y aforar con solucion de dilucion. Agitar.
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Solucion 2: Tomar 10 ml de la solucion 1, transferir a un balén de 25 ml y aforar con
soluciéon de dilucion. Agitar manualmente por 30 segundos. Filtrar la solucion con el
filtrador Millipore usando un filtro de nylon de tamarfio de poro de 0.45 pum por 13 mm de

diametro. Transferir la solucidn filtrada a un vial de 2 ml.

Preparacion de la solucion estdndar al 100%:
Véase preparacion de solucion estandar de Aspirina a concentracion nominal (apéndice
6.9.3).

Preparacién de la solucion estdndar al 110%:

Solucién 1: Previa correccion de pureza, pesar el equivalente a 55 + 1 mg de estandar de
acido acetil salicilico y transferir a un balén de 50 ml, disolver con 30 ml de solucion de
dilucion, agitar manualmente por 30 segundos y sonificar posteriormente en el ultrasonico

por 5 minutos, enfriar y aforar con solucién de dilucion. Agitar.

Solucion 3: Tomar 10 ml de la solucion 1, transferir a un balén de 25 ml y aforar con
solucion de dilucion. Agitar manualmente por 30 segundos. Filtrar la solucion con el
filtrador Millipore usando un filtro de nylon de tamafio de poro de 0.45 pum por 13 mm de

didmetro. Transferir la solucién filtrada a un vial de 2 ml.

Preparacion de la solucion estandar al 120%:

Solucion 1: Previa correccién de pureza, pesar el equivalente a 60 + 1 mg de estandar de
acido acetil salicilico y transferir a un balén de 50 ml, disolver con 30 ml de solucion de
dilucion, agitar manualmente por 30 segundos y sonificar posteriormente en el ultrasonico

por 5 minutos, enfriar y aforar con solucién de dilucion. Agitar.

Solucion 2: Tomar 10 ml de la solucion 1, transferir a un balén de 25 ml y aforar con
solucion de dilucion. Agitar manualmente por 30 segundos. Filtrar la solucion con el
filtrador Millipore usando un filtro de nylon de tamafio de poro de 0.45 um por 13 mm de

didmetro. Transferir la solucién filtrada a un vial de 2 ml.
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Preparacion de la solucion estandar al 130%:

Solucién 1: Previa correccion de pureza, pesar el equivalente a 65 £ 1 mg de estandar de
acido acetil salicilico y transferir a un balén de 50 ml, disolver con 30 ml de solucion de
dilucion, agitar manualmente por 30 segundos y sonificar posteriormente en el ultrasonico

por 5 minutos, enfriar y aforar con solucién de dilucion. Agitar.

Solucion 3: Tomar 10 ml de la solucion 1, transferir a un balén de 25 ml y aforar con
solucion de dilucion. Agitar manualmente por 30 segundos. Filtrar la solucion con el
filtrador Millipore usando un filtro de nylon de tamarfio de poro de 0.45 um por 13 mm de

didmetro. Transferir la solucién filtrada a un vial de 2 ml.

Analizar por triplicado cada solucién en sentido creciente de concentracion, de acuerdo a
las condiciones cromatograficas establecidas en el método de analisis. Tabular y graficar

los resultados obtenidos.

Determinar:

Coeficiente de variacion de los factores respuesta.
Coeficiente de determinacion.

Intervalo de confianza para el intercepto.
Intervalo de confianza para la pendiente.
Prueba t para la pendiente.

Prueba t para el intercepto.

Anaélisis de varianza ANOVA.

Test de Cochran.

Gréfico de residuales.

Prueba F.

N N N N N N N SN

6.10.3.1.2 Criterios de aceptacion

PARAMETRO ESTADISTICO CRITERIO DE ACEPTACION
Coeficiente de variacién <2%
Coeficiente de determinacién > 0.995
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Intervalo de confianza para el intercepto | El intervalo debe incluir el valor de cero

Intervalo de confianza de la pendiente El intervalo no debe incluir el valor de cero

P . Flexp> Fltabla
Analisis de varianza ANOVA

I:Zexp < F2tabla

Test de Cochran Gexp < Gtabla
Prueba t para la pendiente texp > ttabla
Prueba t para el intercepto texp < ttabla

La distribucion de los puntos debe ser
Grafico de residuales aleatoria 'y no debe reflejar ninguna

tendencia

Prueba F Fexp> Fravla

6.10.3.2 Linealidad del método.

6.10.3.2.1 Procedimiento
Preparar en forma independiente 7 soluciones de muestra a las siguientes concentraciones:
70%, 80%, 90%, 100%, 110% ,120% y 130% de la concentracién nominal utilizada en el

método de ensayo.

Pesar y pulverizar finamente no menos de 20 tabletas de Aspirina de 100 mg.

Preparacion de la solucion muestra al 70%o:

Solucion 1: Transferir una cantidad de polvo pesada con exactitud, que equivalga
aproximadamente a 35 + 1 mg de Aspirina, a un balén de 50 ml. Agregar 30 ml de solucion
de dilucion, agitar manualmente por 30 segundos y sonificar posteriormente por 5 minutos

en agitador ultrasénico, dejar enfriar y aforar a volumen. Agitar y filtrar con papel de filtro.

Solucion 2: Tomar 10 ml de la solucion 1 filtrada, transferir a un balon de 25 ml y aforar
con solucién de dilucion. Agitar manualmente por 30 segundos. Filtrar la solucion con el
filtrador Millipore usando un filtro de nylon de tamafio de poro de 0.45 pum por 13 mm de

didmetro. Transferir la solucién filtrada a un vial de 2 ml.
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Preparacion de la solucion muestra al 80%o:

Solucién 1: Transferir una cantidad de polvo pesada con exactitud, que equivalga
aproximadamente a 40 + 1 mg de Aspirina, a un balon de 50 ml. Agregar 30 ml de solucion
de dilucion, agitar manualmente por 30 segundos y sonificar posteriormente por 5 minutos

en agitador ultrasénico, dejar enfriar y aforar a volumen. Agitar y filtrar con papel de filtro.

Solucién 2: Tomar 10 ml de la solucidn 1 filtrada, transferir a un balén de 25 ml y aforar
con solucién de dilucion. Agitar manualmente por 30 segundos. Filtrar la solucion con el
filtrador Millipore usando un filtro de nylon de tamafio de poro de 0.45 um por 13 mm de

didmetro. Transferir la solucién filtrada a un vial de 2 ml.

Preparacion de la solucion muestra al 90%:

Solucion 1: Transferir una cantidad de polvo pesada con exactitud, que equivalga
aproximadamente a 45 + 1 mg de Aspirina, a un balon de 50 ml. Agregar 30 ml de solucion
de dilucién agitar manualmente por 30 segundos y sonificar posteriormente por 5 minutos
en agitador ultrasonico, dejar enfriar y aforar a volumen. Agitar y filtrar con papel de filtro.

Solucion 2: Tomar 10 ml de la solucidon 1 filtrada, transferir a un baldén de 25 ml y aforar
con solucién de dilucion. Agitar manualmente por 30 segundos. Filtrar la solucion con el
filtrador Millipore usando un filtro de nylon de tamarfio de poro de 0.45 pum por 13 mm de

didmetro. Transferir la solucién filtrada a un vial de 2 ml.

Preparacion de la solucion muestra al 100%o:
Véase preparacion de la solucién muestra a la concentracién nominal (apéndice 6.9.5).

Preparacion de la solucion muestra al 110%:

Solucion 1:Transferir una cantidad de polvo pesada con exactitud, que equivalga
aproximadamente a 55 + 1 mg de Aspirina, a un balon de 50 ml. Agregar 30 ml de solucion
de dilucién agitar manualmente por 30 segundos y sonificar posteriormente por 5 minutos

en agitador ultrasénico, dejar enfriar y aforar a volumen. Agitar y filtrar con papel de filtro.
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Solucion 2: Tomar 10 ml de la solucidon 1 filtrada, transferir a un balon de 25 ml y aforar
con solucién de dilucion. Agitar manualmente por 30 segundos. Filtrar la solucion con el
filtrador Millipore usando un filtro de nylon de tamarfio de poro de 0.45 pum por 13 mm de

diametro. Transferir la solucidn filtrada a un vial de 2 ml.

Preparacion de la solucion muestra al 120%o:

Solucién 1: Transferir una cantidad de polvo pesada con exactitud, que equivalga
aproximadamente a 60 = 1 mg de Aspirina, a un balon de 50 ml. Agregar 30 ml de solucion
de dilucién agitar manualmente por 30 segundos y sonificar posteriormente por 5 minutos

en agitador ultrasonico, dejar enfriar y aforar a volumen. Agitar y filtrar con papel de filtro.

Solucion 2: Tomar 10 ml de la solucidn 1 filtrada, transferir a un balon de 25 ml y aforar
con solucién de dilucion. Agitar manualmente por 30 segundos. Filtrar la solucion con el
filtrador Millipore usando un filtro de nylon de tamafio de poro de 0.45 um por 13 mm de

didmetro. Transferir la solucién filtrada a un vial de 2 ml.

Preparacion de la solucion muestra al 130%:

Solucion 1: Transferir una cantidad de polvo pesada con exactitud, que equivalga
aproximadamente a 65 + 1 mg de Aspirina, a un balén de 50 ml. Agregar 30 ml de solucion
de dilucién agitar manualmente por 30 segundos y sonificar posteriormente por 5 minutos

en agitador ultrasénico, dejar enfriar y aforar a volumen. Agitar y filtrar con papel de filtro.

Solucién 2: Tomar 10 ml de la solucidn 1 filtrada, transferir a un balén de 25 ml y aforar
con solucién de dilucion. Agitar manualmente por 30 segundos. Filtrar la solucion con el
filtrador Millipore usando un filtro de nylon de tamafio de poro de 0.45 um por 13 mm de

didmetro. Transferir la solucién filtrada a un vial de 2 ml.

Analizar por triplicado cada solucion en sentido creciente de concentracion, de acuerdo a
las condiciones cromatograficas establecidas en el método de analisis. Tabular y graficar

los resultados obtenidos.
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Determinar:

Coeficiente de determinacion.

Prueba t para la pendiente.
Prueba t para el intercepto.
Anélisis de varianza ANOVA.
Test de Cochran.

Grafico de residuales.

Prueba F.

AR N N N N Y N N NN

6.10.3.2.2 Criterios de aceptacion

Intervalo de confianza para el intercepto.

Intervalo de confianza para la pendiente.

Coeficiente de variacion de los factores respuesta.

PARAMETRO ESTADISTICO

CRITERIO DE ACEPTACION

Coeficiente de variacion

<3%

Coeficiente de determinacién

> 0.995

Intervalo de confianza para el intercepto

El intervalo debe incluir el valor de cero

Intervalo de confianza para la pendiente

El intervalo no debe incluir el valor de cero

Andlisis de varianza ANOVA

I:1exp > Fl tabla

I:2exp < I:2 tabla

Test de Cochran

Gexp < Gtabla

Prueba t para la pendiente

texp > ttab

Prueba t para el intercepto

1:exp < tap

Gréafico de residuales

La distribucion de los puntos debe ser

aleatoria 'y no debe reflejar ninguna
tendencia.
Prueba F. Fexp> Ftan
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6.10.4 Precision.

6.10.4.1 Repetibilidad del sistema

6.10.4.1.1 Procedimiento

Determinar analizando repetidamente una misma muestra de solucion estandar de aspirina
10 veces a la concentracion nominal. Véase preparacion de solucion estandar de acido

acetil salicilico a la concentracion nominal (apéndice 6.9.3).
Determinar el coeficiente de variacion de los factores respuesta (area).
6.10.4.1.2 Criterio de aceptacion

PARAMETRO ESTADISTICO CRITERIO DE ACEPTACION

Coeficiente de variacion <2%

6.10.4.2 Repetibilidad del método

6.10.4.2.1 Procedimiento
Preparar 3 soluciones muestras independientes a las siguientes concentraciones 80%, 100%
y 120% de la concentracion nominal utilizada en el método de ensayo y analizarlas por

triplicado.

Pesar y pulverizar finamente no menos de 20 tabletas de Aspirina de 100 mg.

Preparacion de la solucion muestra al 80%o:

Solucion 1: Transferir una cantidad de polvo pesada con exactitud, que equivalga
aproximadamente a 40 £ 1 mg de aspirina, a un balon de 50 ml. Agregar 30 ml de solucion
de dilucién agitar manualmente por 30 segundos y sonificar posteriormente por 5 minutos

en agitador ultrasonico, dejar enfriar y aforar a volumen. Agitar y filtrar con papel de filtro.

Solucion 2: Tomar 10 ml de la solucién 1 filtrada, transferir a un baldén de 25 ml y aforar

con solucién de dilucion. Agitar manualmente por 30 segundos. Filtrar la solucion con el
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filtrador Millipore usando un filtro de nylon de tamarfio de poro de 0.45 pum por 13 mm de

didmetro. Transferir la solucién filtrada a un vial de 2 ml.

Preparacion de la solucion muestra al 100%

Véase preparacion de solucion muestra a concentracion nominal (apéndice 6.9.5).

Preparacion de la solucion muestra al 120%

Solucion 1: Transferir una cantidad de polvo pesada con exactitud, que equivalga
aproximadamente a 60 £ 1 mg de aspirina, a un balén de 50 ml. Agregar 30 ml de solucion
de dilucién agitar manualmente por 30 segundos y sonificar posteriormente por 5 minutos

en agitador ultrasonico, dejar enfriar y aforar a volumen. Agitar y filtrar con papel de filtro.

Solucion 2: Tomar 10 ml de la solucidn 1 filtrada, transferir a un balon de 25 ml y aforar
con solucién de dilucion. Agitar manualmente por 30 segundos. Filtrar la solucion con el
filtrador Millipore usando un filtro de nylon de tamarfio de poro de 0.45 pm por 13 mm de

didmetro. Transferir la solucién filtrada a un vial de 2 ml.

Realizar el procesamiento estadistico de los resultados determinando:
v" Porcentaje recuperado.
v" Coeficiente de variacion del porcentaje recuperado.

v’ Intervalos de confianza a cada nivel de concentracion.

6.10.4.2.2 Criterios de aceptacion

PARAMETRO ESTADISTICO CRITERIO DE ACEPTACION
Coeficiente de variacion < 2%
Porcentaje recuperado 97% - 103%
Intervalos de confianza El promedio del porcentaje recuperado para

cada nivel de concentracion esta dentro del

intervalo de confianza calculado.
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6.10.4.3 Precision intermedia del sistema

6.10.4.3.1 Procedimiento

Para la evaluacion de la precision intermedia trabajar con:
v" Dos analistas
v Un equipo
v" Tres dias consecutivos

Cada analista debe preparar tres soluciones de estandar de aspirina a la concentracién
nominal como se indica en el apéndice 6.9.3, y analizar por triplicado. Repetir este

procedimiento tres dias consecutivos. Realizar un estudio matricial con los datos obtenidos.

Realizar el procesamiento de los resultados determinando:

v" El coeficiente de variacion de los resultados obtenidos (areas) para cada grupo de
analisis.

v" El coeficiente de variacion global de los resultados obtenidos (areas).

v" ANOVA de dos factores.

v" Test de Bartlett entre analistas.

v" Test de Bartlett entre dias.

6.10.4.3.2 Criterios de aceptacion
PARAMETRO ESTADISTICO CRITERIO DE ACEPTACION

El coeficiente de variacion para

e <2%
cada grupo de analisis
Coeficiente de variacion global <3%
Fexp < Feritico €ntre analistas, entre dias
ANOVA ) y
y para la interaccion.
X2exp< X?upla (ENtre analistas)
Bartlett

X2ep< X2tapla (ENtre dias)
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6.10.4.4 Precision intermedia del método

6.10.4.4.1 Procedimiento
Para la evaluacion de la precision intermedia trabajar con:
v" Dos analistas
v Un equipo
v" Tres dias consecutivos
Cada analista debe preparar tres soluciones de muestra a la concentracién nominal como se
indica en el apéndice 6.9.5, y analizar por triplicado. Repetir este procedimiento tres dias

consecutivos. Realizar un estudio matricial con los datos obtenidos.

Realizar el procesamiento de los resultados determinando:

v" Porcentaje recuperado de Aspirina.

v" El coeficiente de variacién del % recuperado para cada grupo de analisis.
v" El coeficiente de variacién global del % recuperado.

v ANOVA de dos factores.

v" Test de Bartlett entre analistas.

v" Test de Bartlett entre dias.

6.10.4.4.2 Criterios de aceptacion
PARAMETRO ESTADISTICO CRITERIO DE ACEPTACION

Porcentaje recuperado 97 % - 103 %
El coeficiente de variacion para cada
e < 2%
grupo de analisis
Coeficiente de variacion global <3%

Fexp < Feritico €ntre analistas, entre dias
ANOVA . .
y para la interaccion.

X2p< X%ap1a (€Ntre analistas)
Bartlett i
X2exp< X?apia (ENtre dias)
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6.10.5 Exactitud

6.10.5.1 Procedimiento
La exactitud se determina mediante el método de adicion patron. Preparar muestras a tres

niveles de concentracion 70%, 100% y 130% de la concentracién nominal de la muestra.

Solucion 1: Pesar y pulverizar finamente no menos de 20 tabletas de Aspirina de 100 mg.
Transferir una cantidad de polvo pesada con exactitud, que equivalga aproximadamente a
50 + 1 mg de aspirina, a un balén de 50 ml. Agregar 30 ml de solucion de dilucion agitar
manualmente por 30 segundos y sonificar posteriormente por 5 minutos en agitador

ultrasonico, dejar enfriar y aforar a volumen. Agitar y filtrar con papel de filtro.

Solucion 2: Previa correccién de pureza, pesar el equivalente a 50 + 1 mg de estandar de
acido acetil salicilico y transferir a un balon de 50 ml, disolver con 30 ml de solucién de
dilucion, agitar manualmente por 30 segundos y posteriormente sonificar en el ultrasénico

por 5 minutos, enfriar y aforar con solucién de dilucién. Agitar.

Preparacion de la solucion blanco:
Filtrar la solucién 1 con el filtrador Millipore usando un filtro de nylon de tamafio de poro
de 0.45 um por 13 mm de didmetro. Transferir la solucion filtrada a un vial de 2 ml.

Preparacion de la solucion patrén cargada al 70%:

Tomar 5 ml de la solucién 1y 2 ml de la solucién 2, transferir a un balén de 25 ml, aforar
con solucién de dilucion. Agitar manualmente por 30 segundos. Filtrar la solucion con el
filtrador Millipore usando un filtro de nylon de tamafio de poro de 0.45 pum por 13 mm de

didmetro. Transferir la solucién filtrada a un vial de 2 ml.

Preparacion de la solucion patrén cargada al 100%:
Tomar 5 ml de la solucién 1 y 5 ml de la solucién 2, transferir a un bal6n de 25 ml, aforar

con solucién de dilucion. Agitar manualmente por 30 segundos. Filtrar la solucién con el
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filtrador Millipore usando un filtro de nylon de tamarfio de poro de 0.45 pum por 13 mm de

didmetro. Transferir la solucién filtrada a un vial de 2 ml.

Preparacion de la solucion patrén cargada al 130%:

Tomar 5 ml de la solucién 1y 8 ml de la solucion 2, transferir a un balon de 25 ml, aforar
con solucién de dilucion. Agitar manualmente por 30 segundos. Filtrar la solucion con el
filtrador Millipore usando un filtro de nylon de tamarfio de poro de 0.45 pum por 13 mm de

diametro. Transferir la solucidn filtrada a un vial de 2 ml.

Analizar por triplicado la solucién blanco y cada solucion patron cargada a los diferentes

niveles de concentracion.

Procesar los resultados obtenidos y determinar:

v" Repuestas experimentales netas (muestra cargada - blanco de concentracion Xx).

v" Gréfica de la concentracion en funcion de las respuestas experimentales.

v’ Areas obtenidas por interpolacion en la recta de calibracion normal.

v' Porcentaje recuperado a partir de la comparacion entre las respuestas experimentales
netas y los resultados obtenidos por interpolacion.

v" Coeficiente de variacion.

v' Test de Student.

v' Se confrontan las varianzas de la curva de calibracién normal y de adici6n patron, a

través de la prueba Fisher.

6.10.5.2 Criterios de aceptacion

PARAMETRO ESTADISTICO | CRITERIO DE ACEPTACION
% Promedio recuperado 97 % - 103 %
Test de t texp < ltan
Coeficiente de Variacion <2%
F Fexp< Fuab
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6.10.6 Limite de deteccion
El limite de deteccion se determina a través de la desviacion estandar residual y la
pendiente de la curva de calibracion por adicion patron, se multiplica una constante con un
valor equivalente a 3.3 por el cociente de la division de la desviacion estandar residual
entre la pendiente de la recta de calibrado de adicion patrén. Utilizar la siguiente formula
para calcular el limite de deteccion:

LD =3.35,/b
Donde:
Si: Desviacion estandar residual obtenida en la Linealidad del Sistema.

b: Pendiente de la recta de calibrado de adicion patron.

6.10.7 Limite de cuantificacion
Se utiliza el mismo método descrito para el limite de deteccion modificando el valor de la
constante por un valor de 10. Utilizar la siguiente formula para calcular el limite de
cuantificacion:

LD =10S,/b
Donde:
Si: Desviacion estandar residual obtenida en la Linealidad del Sistema.

b: Pendiente de la recta de calibrado de adicion patron.
6.10.8 Robustez

6.10.8.1 Procedimiento
La determinacién de la robustez se lleva a cabo mediante la realizacion de pequefios
cambios en las condiciones nominales del método analitico. Realizar un disefio factorial

completo de ocho experimentos (2°) para evaluar la influencia de 3 factores.

Los factores de variacion en el método analitico seran la temperatura de la columna (x1

°C), el flujo (+ 0.1 ml) y el pH de la solucién de 1- heptanosulfonato de sodio (+ 0.1).
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Preparar una solucién muestra y una solucion estandar de acido acetil salicilico a la
concentracion nominal (véase apéndice 6.9.3 y 6.9.5); y analizarlas en las condiciones
nominales del método analitico (muestra control); esta misma muestra se analizar en las

condiciones de cambio descritas en la tabla siguiente:

FACTORES INTERACCIONES
N ° A B C AB AC BC ABC
Experimento
1 - - - + + -
2 + - - - - +
3 - - - + - +
4 + - - - -
5 - - + - - +
6 + - + - + - -
7 - + - - -
8 + + + + +
Temperatura de la Flujo (B) pH(C)
columna (A)
+ 46 1.3 3.6
- 44 1.1 3.4

Inyectar la solucion muestra por triplicado por cada factor de cambio. Realizar los ocho
experimentos segun indica cada linea de la matriz, con lo que se obtienen ocho resultados
para contenido en principio activo (R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7 y R8).

Una vez obtenidos los resultados el siguiente paso fue realizar la evaluacion estadistica que
evidencie cual de los factores o qué interaccién entre ellos tiene una influencia

significativa.

Calcular la influencia de cada factor mediante la siguiente formula:
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Influencia del factor A: A=1/4(-R1+R2-R3+R4-R5+R6-R7+R8)
Influencia del factor B: B=1/4(-R1-R2+R3+R4-R5-R6+R7+R8)
Influencia del factor C: C=1/4(-R1-R2-R3-R4+R5+R6+R7+R8)

La influencia de cada interaccion sera:
AB=1/4(+R1-R2-R3+R4+R5-R6-R7+R8)
AC=1/4(+R1-R2+R3-R4-R5+R6-R7+R8)
BC=1/4(+R1+R2-R3-R4-R5-R6+R7+R8)
ABC=1/4(-R1+R2+R3-R4+R5-R6-R7+R8)

Calcular los efectos principales y las interacciones entre los distintos factores.

6.10.8.2 Criterios de aceptacion
La influencia de cada factor y de sus interacciones no supera el limite inferior y superior a

dos desviaciones estandares.

6.10.9 Estabilidad de la solucién analitica

6.10.9.1 Procedimiento

Preparar una solucion muestra a la concentracion nominal (véase apéndice 6.9.5), una
solucion estandar de Aspirina (véase apéndice 6.9.3) y analizar cada una de las soluciones
por triplicado segun las condiciones del método. Esta lectura corresponde al tiempo cero de

prueba.

Almacenar los viales de las soluciones analiticas a temperatura ambiente de trabajo (25 +1

°C), y analizar las mismas por triplicado a las 2, 4, 6, 24 y 48 horas de almacenamiento.

6.10.9.2 Criterio de aceptacion
La muestra es estable en la condicion de almacenamiento evaluada si el valor medio del

porcentaje recuperado se encuentra dentro del rango 97%- 103%.
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6.10.10 Determinacion de la incertidumbre para la cuantificacion de Aspirina.
En la estimacion de la incertidumbre se realizan los siguientes pasos:
1. ldentificar el mensurado.
Establecer el modelo matematico.

Identificar las fuentes de incertidumbre (diagrama de causa y efecto).

2
3
4. Cuantificar los componentes de la las incertidumbres.
5. Calcular los coeficientes de sensibilidad.

6. Calcular la incertidumbre combinada: ley de propagacion de la incertidumbre.

7. Calcular la incertidumbre expandida para un nivel de confianza 95.4 % en cuyo

caso el factor de cobertura es k=2.

6.11 Procedimiento experimental para determinar los parametros de validacion en la

determinacion de acido salicilico libre.
6.11.1 Aptitud del Sistema

6.11.1.1 Procedimiento
Preparar una solucion estandar de acido salicilico a la concentracion nominal como se

indica en el apéndice 6.9.4. y realizar repetidamente 10 lecturas.

Determinar:
e Coeficiente de variacion de los factores respuesta (area).
e NuUmero de platos teéricos USP.

e Factor de asimetria.

6.11.1.2 Criterios de aceptacion
PARAMETRO ESTADISTICO | CRITERIO DE ACEPTACION

Coeficiente de variacion <2%
Numero de platos tedricos USP > 2000
Factor de asimetria <2
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6.11.2 Selectividad

6.11.2.1 Identificacion del activo

6.11.2.1.1 Procedimiento

Preparar una solucion estdndar de &cido salicilico a la concentracién nominal como se
indica en el apéndice 6.9.4. (Solucion A).

Preparar una solucién muestra cargada con estandar de acido salicilico. (Solucién B).

Preparar una solucién blanco como se indica en el apéndice 6.9.6. (Solucion C).

Preparacion de la solucion B:

Solucion 1: Pesar y pulverizar finamente no menos de 20 tabletas de Aspirina de 100 mg.
Transferir una cantidad de polvo pesada con exactitud, que equivalga aproximadamente a
50 + 1 mg de aspirina, a un balén de 50 ml. Agregar 30 ml de solucion de dilucion agitar
manualmente por 30 segundos y posteriormente sonificar por 5 minutos en agitador

ultrasonico, dejar enfriar y aforar a volumen. Agitar y filtrar con papel de filtro.

Solucion 2: Previa correccién de pureza, pesar el equivalente a 20 + 1 mg de estandar de
acido salicilico y transferir a un balén de 50 ml, disolver con 30 ml de solucion de dilucion,
agitar manualmente por 30 segundos y aforar con solucion de dilucion. Agitar.

Tomar 10 ml de la solucién 1y 2 ml de la solucion 2, transferir a un balén de 25 ml, aforar
con solucién de dilucion. Agitar manualmente por 30 segundos. Filtrar la solucion con el
filtrador Millipore usando un filtro de nylon de tamarfio de poro de 0.45 pum por 13 mm de

didmetro. Transferir la solucidn filtrada a un vial de 2 ml.

Analizar por triplicado cada una de las soluciones (A, By C).
Comparar los espectros obtenidos en la solucion estandar con los espectros obtenidos en la
solucion muestra cargada; y comparar los espectros obtenidos en la solucion estandar con

los espectros obtenidos en la solucién blanco.
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6.11.2.1.2 Criterio de aceptacion
El espectro de la solucidén Ay el espectro de la solucion B. Identificacion positiva.
El espectro de la solucién A'y el espectro de la solucion C. Identificacion negativa.

6.11.3 Linealidad

6.11.3.1 Linealidad del sistema

6.11.3.1.1 Procedimiento:

Preparar en forma independiente 7 soluciones estandar de acido salicilico a las siguientes
concentraciones 70%, 80%, 90%, 100%, 110%, 120% y 130% de la concentracién nominal

utilizada en el método de ensayo.

Preparacion de la solucion estandar al 70%:

Solucion 1: Previa correccion de pureza, pesar el equivalente a 14 £ 1 mg de acido
salicilico y transferir a un balén de 50 ml, disolver con 30 ml de solucion de dilucién,
agitar manualmente por 30 segundos y aforar con solucion de dilucion. Agitar.

Solucion 2: Tomar 2 ml de la solucién 1, transferir a un balén de 25 ml y aforar con
solucién de dilucion. Agitar manualmente por 30 segundos. Filtrar la solucion con el
filtrador Millipore usando un filtro de nylon de tamafio de poro de 0.45 um por 13 mm de

didmetro. Transferir la solucidn filtrada a un vial de 2 ml.

Preparacién de la solucién estandar al 80%:
Solucién 1: Previa correccion de pureza, pesar el equivalente a 16 + 1 mg de acido
salicilico y transferir a un balén de 50 ml, disolver con 30 ml de solucion de dilucién, agitar

manualmente por 30 segundos y aforar con solucién de dilucion. Agitar.

Solucion 2: Tomar 2 ml de la solucion 1, transferir a un balén de 25 ml y aforar con
solucion de dilucion. Agitar manualmente por 30 segundos. Filtrar la soluciéon con el
filtrador Millipore usando un filtro de nylon de tamafio de poro de 0.45 um por 13 mm de

diametro. Transferir la solucion filtrada a un vial de 2 ml.
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Preparacion de la solucion estandar al 90%:
Solucién 1: Previa correccion de pureza, pesar el equivalente a 18 + 1 mg de acido
salicilico y transferir a un baldn de 50 ml, disolver con 30 ml de solucidn de dilucion, agitar

manualmente por 30 segundos y aforar con solucién de dilucion. Agitar.

Solucion 2: Tomar 2 ml de la solucion 1, transferir a un balén de 25 ml y aforar con
solucion de dilucion. Agitar manualmente por 30 segundos. Filtrar la solucion con el
filtrador Millipore usando un filtro de nylon de tamarfio de poro de 0.45 pum por 13 mm de

didmetro. Transferir la solucidn filtrada a un vial de 2 ml.

Preparacion de la solucion estdndar al 100%:
Véase preparacion de solucion estandar de acido salicilico a la concentracién nominal
(apéndice 6.9.4).

Preparacién de la solucion estdndar al 110%:
Solucién 1: Previa correccion de pureza, pesar el equivalente a 22 + 1 mg de acido
salicilico y transferir a un baldn de 50 ml, disolver con 30 ml de solucion de dilucién, agitar

manualmente por 30 segundos y aforar con solucién de dilucion. Agitar.

Solucién 2: Tomar 2 ml de la solucién 1, transferir a un balén de 25 ml y aforar con
solucion de dilucion. Agitar manualmente por 30 segundos. Filtrar la solucion con el
filtrador Millipore usando un filtro de nylon de tamafio de poro de 0.45 pum por 13 mm de

didmetro. Transferir la solucién filtrada a un vial de 2 ml.

Preparacion de la solucion estandar al 120%:
Solucion 1: Previa correccion de pureza, pesar el equivalente a 24 + 1 mg de acido
salicilico y transferir a un baldn de 50 ml, disolver con 30 ml de solucion de dilucion, agitar

manualmente por 30 segundos y aforar con solucién de dilucion. Agitar.

Solucién 2: Tomar 2 ml de la solucion 1, transferir a un balén de 25 ml y aforar con

solucion de dilucion. Agitar manualmente por 30 segundos. Filtrar la solucion con el
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filtrador Millipore usando un filtro de nylon de tamarfio de poro de 0.45 pum por 13 mm de

didmetro. Transferir la solucién filtrada a un vial de 2 ml.

Preparacion de la solucion estandar al 130%:

Solucion 1: Previa correccion de pureza, pesar el equivalente a 26 + 1 mg de &cido
salicilico y transferir a un balén de 50 ml, disolver con 30 ml de solucidn de dilucion, agitar
manualmente por 30 segundos y aforar con solucidn de dilucion. Agitar.

Solucion 3: Tomar 2 ml de la solucién 1, transferir a un balén de 25 ml y aforar con
solucién de dilucion. Agitar manualmente por 30 segundos. Filtrar la solucién con el
filtrador Millipore usando un filtro de nylon de tamarfio de poro de 0.45 pum por 13 mm de

didmetro. Transferir la solucién filtrada a un vial de 2 ml.

Analizar por triplicado cada solucion en sentido creciente de concentracion, de acuerdo a
las condiciones cromatogréficas establecidas en el método de andlisis. Tabular y graficar
los resultados obtenidos.

Determinar:

Coeficiente de variacion de los factores respuesta (areas).
Coeficiente de determinacion.

Intervalo de confianza para el intercepto.
Intervalo de confianza de la pendiente.
Prueba t para la pendiente.

Prueba t para el intercepto.

Anélisis de varianza ANOVA.

Test de Cochran.

Gréfico de residuales.

Prueba F.

LSRN N N N N S R NN
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6.11.3.1.2 Criterios de aceptacion

PARAMETRO ESTADISTICO

CRITERIO DE ACEPTACION

Coeficiente de variacion

<2%

Coeficiente de determinacién

> 0.995

Intervalo de confianza para el intercepto

El intervalo debe incluir el valor de cero

Intervalo de confianza de la pendiente

El intervalo no debe incluir el valor de cero

Andlisis de varianza ANOVA

Flexp > Fltab

IZZexp < I:2tab

Test de Cochran Gexp < Gtan
Prueba t para la pendiente texp > ttap
Prueba t para el intercepto texp < Ttab

Gréfico de residuales

La distribucion de los puntos debe ser
aleatoria 'y no debe reflejar ninguna

tendencia

Prueba F.

I:exp > Ftab

6.11.4 Precision.

6.11.4.1 Repetibilidad del sistema

6.11.4.1.1 Procedimiento

Determinar analizando repetidamente una misma muestra de solucion estandar de acido

salicilico 10 veces a la concentracion nominal.

Determinar el coeficiente de variacién de los factores respuesta (area).

6.11.4.1.2 Criterios de aceptacion

PARAMETRO ESTADISTICO

CRITERIO DE ACEPTACION

Coeficiente de variaciéon

<2%
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6.11.4.2 Precision intermedia del sistema

6.11.4.2.1 Procedimiento

Para la evaluacion de la precision intermedia trabajar con:
v" Dos analistas
v Un equipo
v" Tres dias consecutivos

Cada analista debe preparar tres soluciones de estdndar de &cido salicilico a la
concentracion nominal como se indica en el apéndice 6.9.4, y analizar por triplicado.
Repetir este procedimiento tres dias consecutivos. Realizar un estudio matricial con los

datos obtenidos.

Realizar el procesamiento de los resultados determinando:

v" El coeficiente de variacion de los resultados obtenidos (areas) para cada grupo de
analisis.

v" El coeficiente de variacién global de los resultados obtenidos (areas).

v" ANOVA de dos factores.

v' Test de Bartlett entre analistas.

v" Test de Bartlett entre dias.

6.11.4.2.2 Criterios de aceptacion
PARAMETRO ESTADISTICO | CRITERIO DE ACEPTACION

El coeficiente de variacion para

o <2%
cada grupo de analisis
Coeficiente de variacion global <3%
Fexp < Feritico €Ntre analistas, entre
ANOVA ] ) .
dias y para la interaccion.
X2exp < X?apia (ENtre analistas)
Bartlett

Xzexp < thab|a (entre diaS)
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6.11.5 Exactitud

6.11.5.1 Procedimiento
La exactitud se determina mediante el método de adicidn patron. Preparar muestras a tres

niveles de concentracion 70%, 100% y 130% de la concentracion nominal de la muestra.

Solucion 1: Pesar y pulverizar finamente no menos de 20 Tabletas de Aspirina de 100 mg.
Transferir una cantidad de polvo pesada con exactitud, que equivalga aproximadamente a
50 + 1 mg de aspirina, a un balén de 50 ml. Agregar 30 ml de solucion de dilucion agitar
manualmente por 30 segundos y sonificar posteriormente por 5 minutos en agitador

ultrasonico, dejar enfriar y aforar a volumen. Agitar y filtrar con papel de filtro.

Solucion 2: Previa correccién de pureza, pesar el equivalente a 20 + 1 mg de estandar de
acido salicilico y transferir a un balon de 50 ml, disolver con 30 ml de solucion de dilucion,

agitar manualmente por 30 segundos y aforar con solucion de dilucion. Agitar.

Preparacion de la solucion blanco:
Filtrar la solucién 1 con el filtrador Millipore usando un filtro de nylon de tamafio de poro

de 0.45 pm por 13 mm de didmetro. Transferir la solucion filtrada a un vial de 2 ml.

Preparacion de la solucion patrén cargada al 70%:

Tomar 10 ml de la solucién 1y 1.4 ml de la solucion 2, transferir a un balén de 25 ml,
aforar con solucion de dilucion. Agitar manualmente por 30 segundos. Filtrar la solucién
con el filtrador Millipore usando un filtro de nylon de tamafio de poro de 0.45 um por 13

mm de didmetro. Transferir la solucidn filtrada a un vial de 2 ml.

Preparacion de la solucion patrén cargada al 100%:

Tomar 10 ml de la solucién 1y 2 ml de la solucion 2, transferir a un balén de 25 ml, aforar
con solucién de dilucion. Agitar manualmente por 30 segundos. Filtrar la solucion con el
filtrador Millipore usando un filtro de nylon de tamafio de poro de 0.45 um por 13 mm de

diametro. Transferir la solucion filtrada a un vial de 2 ml.
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Preparacion de la solucion patrén cargada al 130%:

Tomar 10 ml de la solucion 1y 2.6 ml de la solucién 2, transferir a un balén de 25 ml,
aforar con solucion de dilucion. Agitar manualmente por 30 segundos. Filtrar la solucién
con el filtrador Millipore usando un filtro de nylon de tamafio de poro de 0.45 um por 13

mm de diametro. Transferir la solucion filtrada a un vial de 2 ml.

Analizar por triplicado la solucion blanco y cada una de las soluciones cargadas a los

diferentes niveles de concentracion.

Procesar los resultados obtenidos y determinar:

v" Repuestas experimentales netas (muestra cargada-blanco de concentracion x).

v" Graficar la concentracion en funcién de las respuestas experimentales.

v Areas obtenidas por interpolacion en la recta de calibracion normal.

v" Porcentaje recuperado a partir de la comparacion entre las respuestas experimentales
netas y los resultados obtenidos por interpolacion.

v" Coeficiente de variacion.

v" Test de Student.

v' Se confrontan las varianzas de la curva de calibracién normal y de adicién patrén, a

través de la prueba Fisher.

6.11.5.2 Criterios de aceptacion

PARAMETRO ESTADISTICO CRITERIO DE ACEPTACION
% Promedio recuperado 97 % - 103 %
Test de t texp < ttab
Coeficiente de Variacion <2%
F Fexp < Fuab
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6.11.6 Estabilidad de la solucién analitica

6.11.6.1 Procedimiento

Preparar una solucién muestra a la concentracion nominal (véase apéndice 6.9.5), una
solucion estandar de acido salicilico (véase apéndice 6.9.4) y analizar cada una de las
soluciones por triplicado seguin las condiciones del método. Esta lectura corresponde al

tiempo cero de prueba.

Almacenar los viales de las soluciones analiticas a temperatura ambiente de trabajo (25 +1
°C), y analizar las mismas por triplicado a las 2, 4, 6, 24 y 48 horas de almacenamiento.

Calcular el porcentaje de &cido salicilico libre en cada intervalo de tiempo evaluado.

6.11.6.2 Criterio de Aceptacion
La muestra es estable en la condicion de almacenamiento evaluada si el valor medio del

porcentaje de acido salicilico libre es menor del 0.3%.

6.11.7 Limite de deteccion.
El limite de deteccién se determina a través de la desviacion estandar residual y la
pendiente de la curva de calibracion por adicion patrén, se multiplica una constante con un
valor equivalente a 3.3 por el cociente de la division de la desviacion estandar residual
entre la pendiente de la recta de calibrado de adicion patrén. Utilizar la siguiente formula
para calcular el limite de deteccién:

LD =3.385,/b
Donde:
Si.: Desviacion estandar residual obtenida en la Linealidad del Sistema.

b: Pendiente de la recta de calibrado de adicion patron.

6.11.8 Limite de cuantificacion
Se utiliza el mismo método descrito para el limite de deteccion modificando el valor de la
constante por un valor de 10. Utilizar la siguiente formula para calcular el limite de

cuantificacion:
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LD =10S,/b
Donde:
S.: Desviacion estandar residual obtenida en la Linealidad del Sistema.

b: Pendiente de la recta de calibrado de adicién patron.

6.11.9 Determinacion de la incertidumbre para la cuantificacion de acido salicilico.
En la estimacion de la incertidumbre se realizan los siguientes pasos:
1. ldentificar el mensurado.
Establecer el modelo matematico.

Identificar las fuentes de incertidumbre (diagrama de causa y efecto).

2
3
4. Cuantificar los componentes de la las incertidumbres.
5. Calcular los coeficientes de sensibilidad.

6. Calcular la incertidumbre combinada: ley de propagacion de la incertidumbre.

7. Calcular la incertidumbre expandida para un nivel de confianza 95.4 % en cuyo

caso el factor de cobertura es k=2.
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VIL. RESULTADOS
Y ANALISIS DE
RESULTADOS
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7.1 APTITUD DEL SISTEMA

Tabla 1: Resultados de aptitud del sistema cromatogréafico para Aspirina.

Réplica Areas NPT USP | AsUSP

1 961.6 6975.72 0.75
2 956.0 7159.49 0.78
3 956.4 7244.07 0.81
4 972.7 6603.87 0.77
5 959.9 7184.41 0.82
6 973.7 7087.24 0.80
7 957.9 7160.83 0.78
8 961.8 7184.56 0.81
9 956.2 7199.76 0.79
10 966.8 6967.3 0.77

Promedio 962.3 7076.73 0.79

Desviacion estandar 6.63

Coeficiente de variacion 0.69

Tabla 2: Resultados de aptitud del sistema cromatografico para Acido salicilico.

Réplica Areas NPT USP | AsUSP

1 171.3 3552.16 0.99
2 167.9 3588.46 1.10
3 166.0 3686.81 0.93
4 166.7 3579.75 0.93
5 167.8 3452.22 1.06
6 166.2 3639.52 0.90
7 170.3 3584.43 0.96
8 173.3 3569.71 1.14
9 168.9 3504.25 0.92
10 165.5 3667.62 1.19

Promedio 168.39 3582.49 1.012

Desviacion estandar 2.56

Coeficiente de variacion 1.52
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Analisis de Resultados de aptitud del sistema cromatografico:

En la evaluacion de la aptitud del sistema cromatografico para la cuantificacién de Aspirina
y la determinacion de 4&cido salicilico, se obtuvieron resultados dentro de las
especificaciones establecidas: Numero de platos tedricos obtenidos es mayor a 2000, el
factor de asimetria es menor a 2 y el coeficiente de variacion de las areas es menor al 2%;
por tanto, el sistema cromatografico fue idoneo para llevar a cabo la validacion del método

analitico para la cuantificacion de Aspirina y la determinacion de acido salicilico libre.

7.2 SELECTIVIDAD

7.2.1 ldentificacion del activo
Para la identificacion del activo de Aspirina y &cido salicilico, se procedié a comparar los
cromatogramas obtenidos de las soluciones preparadas. Los resultados se muestran a

continuacion:

Figura N° 1: Cromatograma de la solucion blanco de Aspirina
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Min

Figura N° 2: Cromatograma de la solucion estandar de Aspirina
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Figura N° 3: Cromatograma de la solucion muestra de Aspirina
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Figura N° 4: Cromatograma de la solucion blanco de acido salicilico
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Figura N° 6: Cromatograma de la solucion muestra de Aspirina cargada con acido

salicilico
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Analisis de resultados de la selectividad (Identificacidn del activo):

Como se puede apreciar en la Figura 1 y Figura 2, se obtuvo una identificacion negativa
cuando se compara el cromatograma del blanco con el estdndar de Aspirina, y se obtuvo
una identificacién positiva cuando se compara el cromatograma del estdndar de Aspirina
con la muestra (ver figura 2 y 3). También se obtuvo una identificacién negativa cuando se
compara el cromatograma del blanco con el estandar de &cido salicilico (ver Figura4y 5) y
se obtuvo una identificacién positiva cuando se comparan el cromatograma del estandar de
acido salicilico con la muestra cargada (ver figura 5y 6). Por tanto, el método es selectivo

para la identificacién del activo.

7.2.2 Selectividad frente a productos de degradacion

Figura N° 7: Cromatograma de la solucion estandar de aspirina sin someter a estrés
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Figura N° 8: Cromatograma de solucién estandar de aspirina (hidrdlisis acida)

Figura N° 9: Cromatograma de solucion estandar de aspirina (hidrdlisis alcalina)
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Analisis de resultados de selectividad frente a productos de degradacion:

Al someter el estdndar a degradacion, se producen sefiales inequivocas de la presencia de

Aspirina y &cido salicilico libre y no existen interferencias de otras sustancias que pueden

estar presente en la muestra degradada. Por tanto, el método es selectivo frente a productos

de degradacion.

7.3 LINEALIDAD

7.3.1 Resultados de la linealidad del sistema de Aspirina

Tabla N°3: Calculos para la ecuacion de la recta.

X(Cor:lcge/r:rt“rauon) ( A:(e:a) ymedia Xy X2 y? f(y/x)
279.52 690.2 192924.704 | 78131.4304 | 476376.04 | 2.469233
279.52 690.0 | 683.67 |192868.800 | 78131.4304 | 476100.00 | 2.468517
279.52 670.8 187502.016 | 78131.4304 | 449972.64 |2.399828
319.45 762.0 243420.900 | 102048.3025 | 580644.00 | 2.385350
319.45 769.3 | 764.57 | 245752885 |102048.3025| 591822.49 | 2.408202
319.45 762.4 243548.680 | 102048.3025 | 581253.76 | 2.386602
359.38 865.7 311115.266 | 129153.9844 | 749436.49 | 2.408871
359.38 867.6 | 870.63 |311798.088 | 129153.9844 | 752729.76 |2.414158
359.38 878.6 315751.268 | 129153.9844 | 771937.96 | 2.444766
399.31 965.6 385573.736 | 159448.4761 | 932383.36 | 2.418171
399.31 965.1 | 964.03 |385374.081 |159448.4761| 931418.01 |2.416919
399.31 961.4 383896.634 | 159448.4761 | 924289.96 | 2.407653
439.24 1067.9 469064.396 | 192931.7776 | 1140410.41 | 2.431245
439.24 1061.9 | 1066.60 | 466428.956 | 192931.7776 | 1127631.61 | 2.417585
439.24 1070.0 469986.800 | 192931.7776 | 1144900.00 | 2.436026
479.17 1158.5 555118.445 | 229603.8889 | 1342122.25 | 2.417722
479.17 1167.6 | 1158.33 | 550478892 | 229603.8889 | 1363289.76 | 2.436713
479.17 1148.9 550518.413 | 229603.8889 | 1319971.21 | 2.397688
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519.11 1261.1 654649.621 | 269475.1921 | 1590373.21 | 2.429350
519.11 1280.6 | 1260.37 | 664772.266 | 269475.1921 | 1639936.36 | 2.466915
519.11 1239.4 643384.934 | 269475.1921 | 1536112.36 | 2.387548
Promedio |2.421384
S 0.025544
CVv 1.05
Tabla N° 4: Resultados para la determinacion del Test de Cochran.
f(y/x) Promedio f(y/x) | Desviacion estandar f(y/x) | Variancia f(y/x)
2.469233
2.468517 2.445860 0.039866 0.001589
2.399828
2.385350
2.408202 2.386602 0.012847 0.000165
2.386602
2.408871
2.414158 2.422598 0.019379 0.000376
2.444766
2418171
2.416919 2.414248 0.005745 0.000033
2.407653
2.431245
2.417585 2.428285 0.009570 0.000092
2.436026
2.417722
2.436713 2.417374 0.019515 0.000381
2.397688
2.429350
2.466915 2.427938 0.039702 0.001576
2.387548
Varianza méaxima 0.001589
G experimental 0.38
G tabla 0.56
t tabla para pendiente e
intercepto 2.09
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Grafico N°1: Curva de regresion lineal de Aspirina
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Tabla N° 5: Resultados del analisis de regresion lineal del sistema.

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacion multiple 0.9988
Coeficiente de determinaciéon R"2 0.9976
R”2 ajustado 0.9974
Error tipico 10.0623
Observaciones 21
Tabla N° 6: Resultados de analisis de varianza.
Grados de| Sumade Promedio de F Valor critico de F
libertad cuadrados | los cuadrados
Regresion 1 788960.2149 | 788960.2149 7792.1965 2.6587E-26
Residuos 19 1923.7508 101.2500
Total 20 790883.9657
Coeficientes Error Estadistico t | Probabilidad | Inferior | Superior
tipico 95% 95%
Intercepcion -2.2591 11.1963 -0.2018 0.8422 -25.6933 | 21.1751
Pendiente 2.4270 0.0275 88.2734 2.6587E-26 | 2.3695 | 2.4846
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Tabla N° 7: Resumen del anélisis de regresion lineal del sistema.

Pendiente 2.4270
Intercepto -2.2591
Coeficiente de determinacion 0.9976

Test t pendiente 88.2734

Test t intercepto -0.2018
Intervalo confianza intercepto (-25.6933; 21.1751)
Intervalo confianza pendiente (2.3695; 2.4846)

Tabla N° 8: Analisis de los residuales.

Observacion | Pronostico para Y Residuos Prome(_jlo de los

residuos

1 676.1471 14.,0529

2 676.1471 13.8529 7.5195

3 676.1471 -5.3471

4 773.0588 -11.0588

5 773.0588 -3.7588 -8.4922

6 773.0588 -10.6588

7 869.9705 -4.2705

8 869.9705 -2.3705 0.6628

9 869.9705 8.6295

10 966.8822 -1.2822

11 966.8822 -1.7822 -2.8489

12 966.8822 -5.4822

13 1063.7940 4.1060

14 1063.7940 -1.8940 2.8060

15 1063.7940 6.2060

16 1160.7057 -2.2057

17 1160.7057 6.8943 -2.3723

18 1160.7057 -11.8057

19 1257.6416 3.4584

20 1257.6416 22.9584 2.7250

21 1257.6416 -18.2416
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Gréfico N°2: Analisis de los Residuales para Aspirina
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Tabla N° 9: ANOVA.

A e Y (Area) g:li?:i y Ref o Tt I?egresi_c’m stllt;tge
pg/ml (Yj media) §-y)? (§-ymedia)? (yimedia-§)?
279.52 690.2 676.15 197.48 84528.93 56.54
279.52 690.0 683.67 676.15 191.90 84528.93 56.54
279.52 670.8 676.15 28.59 84528.93 56.54
319.45 762.0 773.06 122.30 37568.86 72.12
319.45 769.3 764.57 773.06 14.13 37568.86 72.12
319.45 762.4 773.06 113.61 37568.86 72.12
359.38 865.7 869.97 18.24 9392.55 0.44
359.38 867.6 870.63 869.97 5.62 9392.55 0.44
359.38 878.6 869.97 74.47 9392.55 0.44
399.31 965.6 966.88 1.64 0.000012 8.12
399.31 965.1 964.03 966.88 3.18 0.000012 8.12
399.31 961.4 966.88 30.06 0.000012 8.12
439.24 1067.9 1063.8 16.86 9391.21 7.87
439.24 1061.9 1066.60 1063.8 3.59 9391.21 7.87
439.24 1070.0 1063.8 38.51 9391.21 7.87
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479.17 1158.5 1160.7 4.86 37566.17 5.63
479.17 1167.6 1158.33 1160.7 47.53 37566.17 5.63
479.17 1148.9 1160.7 139.37 37566.17 5.63
519.11 1261.1 1257.6 11.96 84539.01 7.43
519.11 1280.6 1260.37 1257.6 527.09 84539.01 7.43
519.11 1239.4 1257.6 332.76 84539.01 7.43
Promedio | 966.886 > 1923.75 | 788960.21 474.43
g.l 19.00 1.00 5.00
Variancia 101.25 788960.21 94.89
Tabla N°10: Resumen de ANOVA.
Suma de Grados de
Cuadrados libertad Varianza
Regresion 788960.21 1 788960.2149
Residual 1923.75 19 101.25
Falta de Ajuste 474.43 5 94.89
Error Experimental 1449.32 14 103.52
Total 790883.97 20 299.66
Tabla N° 11: Resultados Prueba F.
F1exp F1 tabla F2 exp F2 tabla
7792.20 4.38 0.91657 2.95

Andlisis de resultados de la linealidad del sistema para Aspirina:

Al realizar una curva de calibraciéon para la cuantificacion de Aspirina, se obtuvo una
representacion grafica lineal para el rango de concentraciones de 280 pg/ml a 520 pg/ml,
con un coeficiente de determinacion r2 = 0.9976, lo que demuestra que existe correlacion

entre la concentracion y la respuesta del analito.

Para verificar la linealidad, se calculé el CV de los factores respuesta obteniendo un valor
de 1.05, el cual esta por debajo del criterio de aceptacion establecido (CV < 2%), lo que
exhibe la poca variacion de las respuestas obtenidas; quedé establecido que la pendiente de
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la recta de regresion es significativamente distinta de cero mediante la prueba t de Student
siendo el valor de t experimental mayor que el valor critico establecido para n-2 grados de
libertad (t exp = 88.27, t tab = 2.0930) , asi mismo se calcularon los intervalos de confianza

para la pendiente, no incluyendo estos el cero (2.369493 a 2.484586).

La proporcionalidad entre la concentracion de analito y las reas obtenidas, se demostrd
mediante la aplicacién de la prueba t de Student para el intercepto de la recta. El t
experimental es menor al t de tabla, para n-2 grados de libertad, y un nivel de significancia
del 95% (t exp = -0.2018, t tab = 2.0930), por lo tanto, la variable independientemente es
significativamente distinta de cero, asi como los intervalos de confianza incluyen al cero
(-25.693291 a 21.175050).

Para verificar la validez del modelo, se aplico el analisis de varianza ANOVA donde se
observa que el modelo se ajusta a una linea recta ya que el F experimental es mayor al F de
tabla (F exp 7792.19, F tab = 2.65 x 10%).

En la representacion de los residuales la distribucion de los puntos es aleatoria (ver grafico
N° 2) y no refleja ninguna tendencia, lo que indica que los supuestos del modelo de
regresion lineal se cumplen. El valor de G experimental (0.38) es menor que G de tabla
(0.56), lo que refleja que existe homogeneidad de variancias; es decir, que el factor
concentracion no influye en la variabilidad de los resultados. Se calcularon los estadisticos
F1yF2 siendo Fiexp>Fitabia (7792.20 > 4.38) lo que demuestra la existencia de una pendiente
distinta de cero, Foexp<Fombia (0.92 < 2.95) lo que demuestra la linealidad entre los
resultados.
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7.3.2 Resultados de la linealidad del sistema de acido salicilico

Tabla N° 12: Calculos para la ecuacion de la recta.

X(Concentracion) . :
L/l Y (Area) | y media Xy X? y? f(y/x)
22.35 110.5 2469.675 | 499.5225 | 12210.25 | 4.944072
22.35 1111 110.90 | 2483.085 | 499.5225 | 12343.21 | 4.970917
22.35 1111 2483.085 | 499.5225 | 12343.21 | 4.970917
25.55 129.3 3303.615 | 652.8025 | 16718.49 | 5.060665
25.55 126.9 128.23 | 3242.295 | 652.8025 | 16103.61 | 4.966732
25.55 128.5 3283.175 | 652.8025 | 16512.25 | 5.029354
28.74 142.0 4081.080 | 825.9876 | 20164.00 | 4.940849
28.74 144.5 142.17 | 4152.930 | 825.9876 | 20880.25 | 5.027836
28.74 140.0 4023.600 | 825.9876 | 19600.00 | 4.871260
31.93 159.2 5083.256 | 1019.5249 | 25344.64 | 4.985907
31.93 163.5 161.43 | 5220.555 | 1019.5249 | 26732.25 | 5.120576
31.93 161.6 5159.888 | 1019.5249 | 26114.56 | 5.061071
35.13 174.0 6112.620 | 1234.1169 | 30276.00 | 4.953032
35.13 178.7 176.47 | 6277.731 | 1234.1169 | 31933.69 | 5.086820
35.13 176.7 6207.471 | 1234.1169 | 31222.89 | 5.029889
38.32 195.1 7476.232 | 1468.4224 | 38064.01 | 5.091336
38.32 194.2 |194.13 | 7441.744 | 1468.4224 | 37713.64 | 5.067850
38.32 193.1 7399.592 | 1468.4224 | 37287.61 | 5.039144
41.52 207.6 8619.552 | 1723.9104 | 43097.76 | 5.000000
41.52 208.0 207.30 | 8636.160 | 1723.9104 | 43264.00 | 5.009634
41.52 206.3 8565.576 | 1723.9104 | 42559.69 | 4.968690
Promedio | 5.009360
o] oo
CcVv 1.22
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Tabla N° 13: Resultados para la determinacion del Test de Cochran.

f(y/x) Promedio Desviacion estandar Variancia
4.944072
4.970917 4.961969 0.015499 0.000240
4970917
5.060665
4.966732 5.029354 0.047829 0.002288
5.029354
4.940849
5.027836 4.946648 0.078449 0.006154
4.871260
4.985907
5.120576 5.055851 0.067486 0.004554
5.061071
4.953032
5.086820 5.023247 0.067141 0.004508
5.029889
5.091336
5.067850 5.066110 0.026139 0.000683
5.039144
5.000000
5.009634 4.992775 0.021407 0.000458
4.968690
Varianza maxima 0.006154
G experimental 0.33
G tabla 0.56
t tabla para pendiente e
intercepto 2.09

Grafico N° 3: Curva de regresion lineal para &cido salicilico
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en tabletas de 100 mg por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion.

Tabla N° 14: Resultados del analisis de regresion lineal del sistema.

Estadisticas de la regresion
Coeficiente de correlacion multiple 0.9985
Coeficiente de determinacion R™2 0.9970
R”2 ajustado 0.9968
Error tipico 1.8872
Observaciones 21
Tabla N° 15: Resultados de andlisis de varianza.
Grados Suma de Promedio de los F Valor critico de
de cuadrados cuadrados F
libertad
Regresion 1 22210.1692 22210.1692 6236.1498 2.1946E-25
Residuos 19 67.6689 3.5615
Total 20 22277.8381
Error | Estadistico Inferior | Superior
Coeficientes | tipico t Probabilidad 95% 95%
Intercepcion -2.4718 2.0993 -1.1774 0.2536 -6.8657 | 1.9222
Pendiente 5.0905 0.0645 78.9693 2.19457E-25 | 4.9556 | 5.2254

Tabla N° 16: Resumen del anélisis de regresion lineal del sistema.

Pendiente 5.090523986
Intercepto -2.471771206
Coeficiente de determinacion 0.996962503
Test t pendiente 78.96929669
Test t intercepto -1.177404494

Intervalo confianza intercepto

(-6.8657; 1.9222)

Intervalo confianza pendiente

(4.9556; 5.2254)
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en tabletas de 100 mg por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion.

Tabla N° 17: Anélisis de los residuales.

Observacion Prondstico para 'Y Residuos Promec_ilo o o

residuos

1 111.3014 -0.8014

2 111.3014 -0.2014 -0.4014

3 111.3014 -0.2014

4 127.5911 1.7089

5 127.5911 -0.6911 0.6422

6 127.5911 0.9089

7 143.8299 -1.8299

8 143.8299 0.6701 -1.6632

9 143.8299 -3.8299

10 160.0687 -0.8687

11 160.0687 3.4313 1.3647

12 160.0687 1.5313

13 176.3583 -2.3583

14 176.3583 2.3417 0.1083

15 176.3583 0.3417

16 192.5971 2.5029

17 192.5971 1.6029 1.5362

18 192.5971 0.5029

19 208.8868 -1.2868

20 208.8868 -0.8868 -1.5868

21 208.8868 -2.5868

Gréfico N° 4: Analisis de residuales para acido salicilico
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en tabletas de 100 mg por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion.

Tabla N° 18: ANOVA.

ymed_ia ot . ” Falta de

X (Conc) Y series 9 Rie3|dual I?egrem_on ajuste

pg/mi (Area) | (yjmedia) F-y)? (¥-ymedia)? (yimedia-§y?
22.35 110.5 111.301 0.642 2380.370 0.161
22.35 1111 110.900 111.301 0.041 2380.370 0.161
22.35 1111 111.301 0.041 2380.370 0.161
25.55 129.3 127.591 2.920 1056.208 0.412
25.55 126.9 128.233 127.591 0.478 1056.208 0.412
25.55 128.5 127.591 0.826 1056.208 0.412
28.74 142 143.830 3.348 264.407 2.766
28.74 144.5 142.167 143.830 0.449 264.407 2.766
28.74 140 143.830 14.668 264.407 2.766
31.93 159.2 160.069 0.755 0.00048 1.862
31.93 163.5 161.433 160.069 11.774 0.00048 1.862
31.93 161.6 160.069 2.345 0.00048 1.862
35.13 174 176.358 5.562 264.643 0.012
35.13 178.7 176.467 176.358 5.483 264.643 0.012
35.13 176.7 176.358 0.117 264.643 0.012
38.32 195.1 192.597 6.264 1056.681 0.934
38.32 194.2 194.133 192.597 2.569 1056.681 0.004
38.32 193.1 192.597 0.253 1056.681 1.068
41.52 207.6 208.887 1.656 2381.080 0.090
41.52 208 207.300 | 208.887 0.786 2381.080 0.490
41.52 206.3 208.887 6.691 2381.080 1.000
Promedio | 160.09 > 67.669 22210.169 19.229

g.l 19 1 5

Variancia| 3.562 22210.169 3.846
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Tabla N°19: Resumen de ANOVA.

Suma de cuadrados gl Varianza
Regresion 22210.17 1 22210.17
Residual 67.67 19 3.56
Falta de Ajuste 19.23 5 3.85
Error Experimental 48.44 14 3.46
Total 22277.84 20 22221.04

Tabla N° 20: Resultados prueba F.
F1exp F1 tabla F2 exp F2 tabla
6236.150 4.38 1.1115 2.95

Analisis de resultados de linealidad del sistema para acido salicilico:

Al realizar una curva de calibracion para la cuantificacion de acido salicilico, se obtuvo una
representacion gréafica lineal para el rango de concentraciones de 22.4 pg/ml a 41.6 pg/ml
con un coeficiente de determinacion r2 = 0.997, lo que demuestra que existe correlacién

entre la concentracion y la respuesta del analito.

Para verificar la linealidad, se calculé el CV de los factores respuesta obteniendo un valor
de 1.22, el cual por debajo del criterio de aceptacién establecido (CV < 2%), lo que exhibe
la poca variacion de las respuestas obtenidas; quedo establecido que la pendiente de la recta
de regresion es significativamente distinta de cero mediante la prueba t de Student siendo el
valor de t experimental mayor que el valor critico establecido para n-2 grados de libertad (t
exp =78.9692, t tab = 2.0930), asi mismo se calcularon los intervalos de confianza para la
pendiente no incluyendo estos el cero (4.955603; 5.225444).

La proporcionalidad entre la concentracion de analito y las areas obtenidas, se demostro
mediante la aplicacion de la prueba t de Student para el intercepto de la recta. El t
experimental es menor al t de tabla, para n-2 grados de libertad, y un nivel de significancia
del 95% (t exp = -1.1774, t tab = 2.0930), por lo tanto, la variable independientemente es
significativamente distinta de cero, asi como los intervalos de confianza incluyen al cero
(-6.86574; 1.922196).
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Para verificar la validez del modelo, se aplico el analisis de varianza ANOVA donde se

observa que el modelo se ajusta a una linea recta ya que el F experimental es mayor al F de
tabla. (F exp 6236.15, F tab = 2.19 x 10%).

En la representacion de los residuales la distribucion de los puntos es aleatoria (ver grafico

N° 4) y no refleja ninguna tendencia, lo que indica que los supuestos del modelo de

regresion lineal se cumplen. El valor de G experimental (0.32) es menor que G de tabla

(0.56), lo que refleja que existe homogeneidad de variancias; es decir, que el factor

concentracion no influye en la variabilidad de los resultados. Se calcularon los estadisticos

F1yF2 siendo Fiexpy>Fitabia (6236.14 > 4.38) lo que demuestra la existencia de una pendiente

distinta de cero, Foexp<Fombia (1.11 < 2.95) lo que demuestra la linealidad entre los

resultados.

7.3.3 Resultados de la linealidad del método

Tabla N°21: Calculos para la ecuacion de la recta.

X (Concentracion) ' Y Xy o y2 Hylx)

pg/ml (Area)

280.08 671.8 |188157.744 | 78444.806 451315.24 2.398600
280.08 677.3 |189698.184 | 78444.806 458735.29 2.418238
280.08 668.2 |187149.456 | 78444.806 446491.24 2.385747
321.274 755.7 |242786.762|103216.983| 571082.49 2.352198
321.274 756.0 |242883.144|103216.983| 571536.00 2.353132
321.274 758.9 |243814.839| 103216.98 575929.21 2.362158
360.266 859.4 [309612.600|129791.590| 738568.36 2.385460
360.266 858.3 [309216.308|129791.590| 736678.89 2.382406
360.266 857.7 [309000.148129791.590| 735649.29 2.380741
398.709 952.2 [379650.710|158968.866| 906684.84 2.388208
398.709 953.7 [380248.773|158968.866| 909543.69 2.391970
398.709 952.2 [379650.710|158968.866| 906684.84 2.388208
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439.349 1050.9 |461711.864|193027.543| 1104390.81 2.391948
439.349 1044.6 |458943.965|193027.543| 1091189.16 2.377609
439.349 1054.3 |463205.651|193027.543 | 1111548.49 2.399687
479.989 1144.3 |549251.413|230389.440| 1309422.49 2.384013
479.989 1143.3 |548771.424|230389.440| 1307134.89 2.381930
479.989 1140.6 |547475.453|230389.440| 1300968.36 2.376304
520.629 1249.0 |650265.621 |271054.556| 1560001.00 2.399021
520.629 1240.1 |645632.023 |271054.556| 1537848.01 2.381926
520.629 1249.6 |650577.998 | 271054.556 | 1561500.16 2.400174
Promedio 2.384747
S 0.015552
CVv 0.65
Tabla N° 22: Resultados para la determinacion del Test de Cochran.
f(y/x) Promedio | Desviacion estandar Variancia
2.398600
2.418238 | 2.400862 0.016363 0.000268
2.385747
2.352198
2.353132 2.362158 0.005501 0.000030
2.362158
2.385460
2.382406 | 2.382869 0.002393 0.000006
2.380741
2.388208
2.391970 | 2.389462 0.002172 0.000005
2.388208
2.391948
2.377609 2.389748 0.011202 0.000125
2.399687
2.384013
2.381930 | 2.380749 0.003988 0.000016
2.376304
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2.399021
2.381926 | 2.393707 0.010219 0.000104
2.400174
Varianza maxima 0.000268
G experimental 0.48
G tabla 0.56
t tabla para pendiente e
intercepto 2.09

Grafico N° 5: Curva de regresion lineal del método
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Tabla N° 23: Resultados de analisis de regresion lineal del método.

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacion multiple 0.9996
Coeficiente de determinacion R"2 0.9993
RA2 ajustado 0.9992
Error tipico 5.3889
Observaciones 21
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Tabla N° 24: Resultados de analisis de varianza.

Grados de Suma de Promedio de los F Valor critico de
libertad cuadrados cuadrados F
Regresion 1 772091.3770 772091.3770 |26586.5663| 2.3330E-31
Residuos 19 551.7725 29.0407
Total 20 772643.1495

Tabla N° 25" Resumen del analisis de regresion lineal del método.

Pendiente 2.4006
Intercepto -6.1668
Coeficiente de determinacion 0.9993

Test t pendiente 163.0538
Test t intercepto -1.0268
Intervalo confianza intercepto (-18.7376; 6.4041)
Intervalo confianza pendiente (2.3698; 2.43147)

Tabla N°26: Andlisis de residuales.

Observacion Pronostico para Y Residuos Promedio de los

residuos

1 666.2076 5.5924

2 666.2076 11.0924 6.2257

3 666.2076 1.9924

4 765.1001 -9.4001

5 765.1001 -9.1001 -8.2334

6 765.1001 -6.2001

7 858.7062 0.6938

8 858.7062 -0.4062 -0.2396

9 858.7062 -1.0062

10 950.9945 1.2055

11 950.9945 2.7055 1.7055

12 950.9945 1.2055

13 1048.5570 2.3430

14 1048.5570 -3.9570 1.3764

15 1048.5570 5.7430
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16 1146.1194 -1.8194
17 1146.1194 -2.8194 -3.3861
18 1146.1194 -5.5194
19 1243.6819 5.3181
20 1243.6819 -3.5819 2.5514
21 1243.6819 5.9181

Gréfico N° 6: Analisis de residuales de la linelaidad del método de Aspirina.
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Tabla N°27: ANOVA.

Xégcrmc) ( A:(ea) yrr;z?iissde ¢ Residual Regresi@n Falfca de_ajuste
(vj media) (-y)? | (F-ymedia)® | (yjmedia-§)*
280.08 | 671.80 666.208 | 31.275 82936.9 6768461231.71
280.08 | 677.30 | 82936.866 | 666.208 | 123.041 82936.9 6768461231.71
280.08 | 668.20 666.208 3.970 82936.9 6768461231.71
321.274 | 755.70 765.100 | 88.361 35757.0 1224432308.69
321.274 | 756.00 | 35756.989 | 765.100 | 82.811 35757.0 1224432308.69
321.274 | 758.90 765.100 | 38.441 35757.0 1224432308.69
360.266 | 859.40 858.706 0.481 9118.1 68218368.44
360.266 | 858.30 | 9118.147 | 858.706 0.165 9118.1 68218368.44
360.266 | 857.70 858.706 1.013 9118.1 68218368.44
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398.709 | 952.20 950.994 1.453 10.2 885009.92
398.709 | 953.70 10.245 950.994 7.320 10.2 885009.92
398.709 | 952.20 950.994 1.453 10.2 885009.92
439.349 | 1050.90 1048.557 | 5.490 8904.1 61710075.62
439.349 | 1044.60 | 8904.133 | 1048.557 | 15.657 8904.1 61710075.62
439.349 | 1054.30 1048.557 | 32.983 8904.1 61710075.62
479.989 | 1144.30 1146.119 | 3.310 36834.9 1273688454.28
479.989 | 1143.30 | 36834.892 | 1146.119 | 7.949 36834.9 1273688454.28
479.989 | 1140.60 1146.119 | 30.464 36834.9 1273688454.28
520.629 | 1249.00 1243.682 | 28.282 83802.5 6815961798.07
520.629 |1240.10 | 83802.520 | 1243.682 | 12.830 83802.5 6815961798.07
520.629 | 1249.60 1243.682 | 35.024 83802.5 6815961798.07
Promedio | 954.195 > 551.7725 | 772091.4 |48640071740.22
g.l 19 1 5
Variancia| 29.0407 | 772091.4 | 9728014348.04
Tabla N°28: Resumen de ANOVA.
Suma de cuadrados g.l Varianza
Regresion 772091.377 1 772091.377
Residual 551.773 19 29.041
Falta de Ajuste 48640071740.217 5 9728014348.043
Error Experimental -48640071188.444 14 -3474290799.175
Total 772643.150 20 6254495669.286
Tabla N°29: Resultados prueba F.
F1exp F1 tabla F2 exp F2 tabla
26586.566 4.38 -2.80 2.95

Anélisis de resultados de la linealidad del método:

Al realizar una curva de calibracion para la cuantificacion de aspirina, se obtuvo una
representacion grafica lineal para el rango de concentraciones de 280 pg/mL a 520 pg/mL,
con un coeficiente de determinacion r2 = 0.9993, lo que demuestra que existe correlacion

entre la concentracion y la respuesta del analito.
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Para verificar la linealidad, se calculé el CV de los factores respuesta obteniendo un valor
de 0.65, el cual estd muy por debajo del criterio de aceptacion establecido (CV < 2%), lo
que exhibe la poca variacion de las respuestas obtenidas; quedd establecido que la
pendiente de la recta de regresion es significativamente distinta de cero mediante la prueba
t de Student siendo el valor de t experimental mayor que el valor critico establecido para n-
2 grados de libertad (t exp = 163.0539 ,t tab = 2.0930) , asi mismo se calcularon los
intervalos de confianza no incluyendo estos el cero (2.369836 a 4.314670).

La proporcionalidad entre la concentracion de analito y las areas obtenidas, se demostrd
mediante la aplicacién de la prueba t de Student para el intercepto de la recta. El t
experimental es menor al t de tabla, para n-2 grados de libertad, y un nivel de significancia
del 95% (t exp = -1.026755, t tab = 2.0930), por lo tanto, la variable independientemente es
significativamente distinta de cero, asi como los intervalos de confianza incluyen al cero
(-18.737684 a 6.401126).

Para verificar la validez del modelo, se aplico el andlisis de varianza ANOVA donde se
observa que el modelo se ajusta a una linea recta ya que el F experimental es mayor al F de
tabla. (F exp 26586, F tab = 2.3330 x 10°%%).

En la representacion de los residuales la distribucién de los puntos es aleatoria (Ver grafico
N° 6) y no refleja ninguna tendencia, lo que indica que los supuestos del modelo de
regresion lineal se cumplen. El valor de G experimental (0.48) es menor que G de tabla
(0.56), lo que refleja que existe homogeneidad de variancias; es decir, que el factor
concentracion no influye en la variabilidad de los resultados. Se calcularon los estadisticos
Fi1 y F2, siendo Fiexp>Fitabla (26586.5663 > 4.38) lo que demuestra la existencia de una
pendiente distinta de cero, Faexp<Fatbia (-2.80 < 2.95) lo que demuestra la linealidad entre

los resultados.
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7.4 PRECISION

7.4.1 Repetibilidad
Tabla N°30: Resultados de repetibilidad instrumental para aspirina y acido salicilico

Aspirina Acido salicilico
N° inyecciones Area Area
1 961.6 171.30
2 956.0 167.90
3 956.4 166.00
4 972.7 166.70
5 959.9 167.80
6 973.7 166.20
7 957.9 170.30
8 961.8 173.30
9 956.2 168.90
10 966.8 165.50
Promedio 962.30 168.39
S 6.6327 2.5558
(04V 0.6893 15178

Tabla N°31: Resultados de repetibilidad del método de Aspirina.

Nivel |Conc.teérica| Area |Conc.del | Areade Conc. Porcentaje | Promedio
de la muestra del estandar la encontrada | recuperado %
(ng/mil) estandar (ug/ml) muestra | (pg/ml) base 100 | recuperado
319.08 979.23 | 400.728 | 784.50 321.04 100.61 100.06
I(\IBIE)IEOL):)L 319.08 979.23 | 400.728 | 776.90 317.93 99.64
319.08 979.23 | 400.728 | 779.10 318.83 99.92
399.81 979.23 | 400.728 | 959.60 392.69 98.22 98.53
Nivel 2
(100%) 399.81 979.23 | 400.728 | 962.00 393.68 98.47
399.81 979.23 | 400.728 | 966.20 395.39 98.90
481.04 979.23 | 400.728 | 1171.60 479.45 99.67 99.29
Nivel 3
(120%) 481.04 979.23 | 400.728 | 1165.40 476.91 99.14
481.04 979.23 | 400.728 | 1164.50 476.54 99.07
Promedio 99.29
S 0.75
CVv 0.75
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Tabla N°32: Intervalos de confianza.

Nivel 1 (80 %) | Nivel 2 (100 %) | Nivel 3 (120 %)
98.81 - 101.3 97.68 - 99.37 98.48 - 100.11

Analisis de resultados de Repetibilidad:

Los coeficientes de variacion de la repetibilidad del sistema instrumental para Aspirina y
acido salicilico y repetibilidad del método se encuentran por debajo del criterio de
aceptacion establecido (CV < 2%), por lo que no existe una dispersion apreciable de los

resultados.

En la repetibilidad del método se calcularon los limites de confianza para cada nivel de
concentracion (80%, 100% y 120%) y el promedio de porcentaje recuperado para cada

nivel de concentracion esta dentro del intervalo de confianza calculado.

El porcentaje recuperado para cada muestra se encuentra dentro del rango establecido (97-
103%).

7.4.2 Precision intermedia

7.4.2.1 Precision intermedia del sistema de Aspirina

Tabla N° 33: Resultados obtenidos (areas) por dia y por analista; y resultados del test
de Bartlett evaluando Analistas.

DIA N° de solucién Analistal | Analista 2

973.7 958.3

1 985.1 959.0

984.0 954.3

969.7 984.1

2 972.3 968.0

1 966.6 976.1

965.6 965.0

3 961.4 961.9

965.1 978.3

Promedio 971.5 967.22
Desviacion estandar 8.3045 10.21308

CVv 0.8548 1.0559
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968.9 948.9
1 959.5 949.3
954.9 952.5
9735 968.3
2 968.0 959.6
2 981.0 956.6
961.9 976.8
3 949.0 971.1
959.9 966.4
Promedio 964.066667 | 961.,0556
Desviacion estandar 9.8011 10.06816
CcV 1.0166 1.0476
954.0 966.4
1 951.4 965.5
959.0 954.5
964.5 963.2
2 964.0 971.1
DIA3 956.3 955.2
3 988.0 962.4
972.3 957.5
981.0 962.4
Promedio 963.6875 961.975
Desviacion estandar 12.51912 5.4648
CV 1.2990 0.5680
Varianza 109.6540 80.0892
Promedio global 965.2462
Desviacion estandar
global 9.8199
CV global 1.0173
S2 global 94.8716
C 1.0192
X2 entre analistas 0.63
X2 tabla 3.84
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Tabla N°34: Célculos para el test de Bartlett evaluando dias para precision intermedia

de Aspirina.
ANALISTA DIA1 DIA 2 DIA 3
973.7 968.9 954.0
985.1 959.5 951.4
984.0 954.9 959.0
969.7 9735 964.5
1 972.3 968.0 964.0
966.6 981.0 956.3
965.6 961.9 988.0
961.4 949.0 972.3
965.1 959.9 981.0
958.3 948.9 966.4
959.0 949.3 965.5
954.3 952.5 954.5
984.1 968.3 963.2
2 968.0 959.6 971.1
976.1 956.6 955.2
961.9 971.1 957.5
978.3 966.4 962.4
973.7 968.9 954.0
Varianza 90.52 87.85 96.79
S2 GLOBAL 91.72
C 1.026
X2 entre dias 0.04099
X2 tabla 5.99
Tabla N° 35: Analisis de varianza de dos factores
Resumen Dia 1 Dia 2 Dia 3 Total
Cuenta 9 9 9 27
Suma 8743.5 8676.6 8690.5 26110.6
Promedio 971.5 964.066 |965.611111| 967.05926
Varianza 68.965 96.0625 |156.728611| 109.65405
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Cuenta 9 9 9 27

Suma 8705 8649.5 8658.2 26012.7

Promedio 967.22 961.0556 962.022 963.433

Varianza 104.30694 101.3678 |29.8644444| 80.089231

Total

Cuenta 18 18 18

Suma 17448.5 17326.1 17348.7

Promedio 969.36111 962.5611 |963.816667

Varianza 86.383693 95.3084 |91.2179412
Analisis de varianza.

Saniacionss | cuadrades | fibertad | los cuadrados | | Probabilidad | eritico
Analista 177.489 1 177.489 1.910 0.17326 4,042
Dia 471.344 2 235.671 2.537 0.08964 3.190
Interaccién 3.619 2 1.8096 0.014 0.98071 3.190
gflj‘;go del 4458.362 48 92.882
Total 5110.814 53

7.4.2.2 Precision intermedia del sistema de acido salicilico

Tabla N° 36: Resultados obtenidos (areas) por diay por analista; y resultados del test
de Bartlett evaluando Analistas.

DIA N° de Solucién Analista 1 Analista 2

165.9 169.5

1 169.5 165.0

166.3 170.3

165.9 166.0

2 166.7 167.1

159.3 169.6

170.4 171.1

3 165.3 167.8

165.4 168.0

Promedio 166.08 168.27
S 3.12 2.03
cvVv 1.88 1.21
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164.4 168.0
1 166.1 164.0
165.9 164.7
163.5 170.2
2 171.0 169.3
5 164.1 167.2
168.7 168.4
3 167.9 174.6
165.1 166.0
Promedio 166.30 168.04
S 2.46 3.20
CV 1.48 1.90
169.1 168.1
1 170.8 173.3
167.7 165.4
171.1 167.2
2 168.3 166.7
3 167.6 169.0
3 168.4 173.3
166.8 166.7
Promedio 168.3 168.62
S 1.92 2.84
CVv 1.14 1.68
Varianza 7.023 6.950
Promedio global 167.6
S global 2.71
CV global 1.619
S2 global 6.986
C 1.0192
Pl 0.00069173
analistas
X2 tabla 3.84
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Tabla N°37: Célculos para el test de Bartlett evaluando dias para precision intermedia

de acido salicilico.

ANALISTA DIA 1 DIA 2 DIA 3

165.9 164.4 169.1

169.5 166.1 170.8

166.3 165.9 167.7

165.9 163.5 1711

1 166.7 171.0 168.3

159.3 164.1 167.6

170.4 168.7 168.4

165.3 167.9 166.8

165.4 165.1 164.9

169.5 168.0 168.1

165.0 164.0 173.3

170.3 164.7 165.4

166.0 170.2 167.2

2 167.1 169.3 166.7

169.6 167.2 169.0

1711 168.4 173.3

167.8 174.6 166.7

168.0 166.0 167.9

Varianza 7.7868301 8.4585948 5.5507516

S? global 7.265
C 1.026
X2 entre dias 0.792
X2 tabla 5.99

Tabla N°38: Andlisis de varianza de dos factores

Resumen Dia 1 Dia 2 Dia 3 Total
Cuenta 9 9 9 27
Suma 1494.7 1496.7 1514.7 4506.1
Promedio 166.078 166.3 168.3 166.89259
Varianza 9.737 6.0425 3.675 7.0230
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Cuenta 9 9 9 27
Suma 1514.4 1512.4 1517.6 4544.4
Promedio 168.267 168.04 168.622 168.31111
Varianza 4.115 10.220 8.06194 6.950
Total
Cuenta 18 18 18
Suma 3009.1 3009.1 3032.3
Promedio 167.172 167.172 168.461
Varianza 7.7868 8.45859 5.55075
Analisis de varianza.
Origen de Suma Grados | Promedio Valor
las de de de los F Probabilidad | critico
variaciones | cuadrados | libertad | cuadrados para F
Dia 27.165 1 27.165 3.89 0.054 4.04
Analista 19.935 2 9.967 1.43 0.250 3.19
Interaccion 8.557 2 4.279 0.61 0.546 3,19
Dentrodel | 50/ 613 | 43 6.975
grupo
Total 390.698 53

7.4.2.3 Precision intermedia del método de Aspirina

Tabla N° 39: Matriz del desarrollo de la precision intermedia del método y test de

Bartlett evaluando Analistas.

DIA N° Solucion % Recuperado % Recuperado
Analista 1 Analista 2
99.15 99.86
1 99.03 99.21
98.94 98.60
100.48 99.97
2 100.42 100.32
1 100.35 99.42
100.65 100.42
3 100.58 100.49
100.75 100.38
Promedio 100.04 99.85
S 0.76 0.65
CV 0.76 0.66
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99.58 100.01
1 100.11 101.17
100.29 99.78
101.71 98.32
2 101.34 98.40
5 100.62 98.99
99.31 100.28
3 100.24 101.12
99.64 100.74
Promedio 100.32 99.87
S 0.80 1.09
CV 0.80 1.09
100.63 99.92
1 100.88 100.37
100.45 98.32
99.12 98.21
2 99.36 99.21
3 99.05 99.05
100.44 100.99
3 100.40 98.50
99.58 98.73
Promedio 99.99 99.26
S 0.71 0.97
CV 0.71 0.98
Varianza 0.55 0.8736
Promedio global 99.89
Desviacion estandar
global 0.87
Coeficiente de
variacion global 0.87
S2 global 0.71
C 1.02
X2 entre analistas 1.34
X2 tabla 3.84

Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua-Leon. 131



Validacion del Método Analitico para la cuantificacion de Aspirina y Acido Salicilico libre
en tabletas de 100 mg por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion.

Tabla N° 40: Calculos para el test de Bartlett entre dias para precision intermedia del

método.
ANALISTA Dia 1l Dia 2 Dia 3
99.15 99.58 100.63
99.03 100.11 100.88
98.94 100.29 100.45
100.48 101.71 99.12
! 100.35 100.62 99.05
100.65 99.31 100.44
100.58 100.24 100.40
100.75 99.64 99.58
99.86 100.01 99.92
99.21 101.17 100.37
98.60 99.78 98.32
99.97 98.32 98.21
2 100.32 98.40 99.21
99.42 98.99 99.05
100.42 100.28 100.99
100.49 101.12 98.50
100.38 100.74 98.73
Varianza 0.50 0.873 0.869
S? global 0.75
C 1.03
X2 161
X? tabla 5.99
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Tabla N°41: Anélisis de varianza de dos factores

Resumen Dia 1l Dia 2 Dia 3 Total
Cuenta 9 9 9 27
Suma 900.3377 902.84071 | 899.916479 2703.094869
Promedio 100.0375 100.31563 99.990720 100.1146248
Varianza 0.5779 0.64542 0.499601 0.551489444
Cuenta 9 9 9 27
Suma 898.6626 898.8072 893.305598 2690.775358
Promedio 99.8514 99.8675 99.256178 99.65834658
Varianza 0.4282 1.1936 0.944443 0.873647244

Total
Cuenta 18 18 18
Suma 1799.000 |1801.647899| 1793.22208
Promedio 99.944 100.09155 99.62345
Varianza 0.483 0.918583904 0.82237

Andlisis de varianza.

Origendelas | Sumade | Grados de | Promedio de F |Probabilidad F
variaciones |cuadrados| libertad los cuadrados critico

Muestra 2.8106 1 2.8106 3.93 0.05313 4.04

Columnas 2.0628 2 1.0314 1.44 0.24633 3.19

Interaccién 0.6772 2 0.3386 0.47 0.62562 3.19

Dentro del 34.3136 48 0.7149

grupo

Total 39.8641 53

Analisis de resultados de la precision intermedia de las mediciones analiticas:

En la precision intermedia, se realizd un analisis de variancia de dos factores con varias
muestras por grupo, para evaluar que no exista diferencia significativa en los resultados
tanto para la cuantificacion de aspirina como para la determinacion de acido salicilico libre
entre analistas y dias. Como se puede observar en los resultados obtenidos el valor de
Fexperimental es menor que el F critico tanto para precision intermedia del sistema como

para precisiéon intermedia del método, lo cual evidencia que no existe variabilidad en el
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método al cambiar las condiciones operativas (analistas, dias). Para corroborar este
resultado, se realiz6 el test de Bartlett, siendo X? calculado para dias y X? para analistas
menor al X? de tabla, habiendo homogeneidad de variancias.

El coeficiente de variacion global es menor que el establecido 3%, ademas se observa que

el CV para cada grupo de analisis, dia-analista, se encuentra dentro de las especificaciones

establecidas en la precision intermedia (CV < 2%).

7.5 Exactitud

7.5.1 Exactitud de Aspirina

Tabla N2 42: Resultados de determinacion de la exactitud mediante el método de

adicién patrén para Aspirina.

Réplica Blanco x +80.15 X +200.36 X +320.58
pg/mi pg/mi pg/mi
1 480.2 677 975.3 1273
2 485.1 678.5 966.8 1278.7
3 479.0 678.5 967 1274
Media 481.43 678 969.7 1275.23
S 3.23 0.87 4.85 3.04
Ccv 0.67 0.13 0.50 0.24
Concentracién | Muestra cargada - blanco Interpolacion % Recuperado
X + 80.15 pg/ml 196.57 192.27 102.24
X +200.36 pg/mi 488.27 484.01 100.88
X +320.58 pg/mi 793.80 775.79 102.32
Media 101.81
S 0.81
Ecuacién de la recta de la linealidad del cV 0.80
sistema : y=2.427x-2.259 t experimental 3.94
t tabla 4.30
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Tabla N2 43: Prueba de Fisher.

Area linealidad del sistema Variancias Area exactitud Variancias

690.2 677.0
690.0 124.11 678.5 0.75
670.8 678.5
965.6 975.3
965.1 5.26 966.8 23.53
961.4 967.0
1261.1 1273.0
1280.6 424.76 1278.7 9.26
1239.4 1274.0

Promedio 184.73 11.18

F exp 16.52

F tabla 39

Grafico N° 7: Curva de calibracion por adicion patron de Aspirina

Exactitud de Aspirina y = 2.484x - 4.8292
1000 R?=0.9998
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7.5.2 Exactitud de 4cido salicilico

Tabla N2 44: Resultados de determinacion de la exactitud mediante el método de
adicion patrén para acido salicilico.

Réplica Muestra (x) | X + 22.4 pg/ml| x+ 32 pg/ml | x +41.6 pg/mi
1 14.0 125.1 174.3 230.1
2 14.1 126.5 177.0 231.6
3 12.7 124.9 178.8 227.8
Media 13.6 125.5 176.7 229.83
S 0.78 0.87 2.26 1.91
CVv 5.74 0.69 1.28 0.83
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Concentracion | Muestra cargada - blanco| Interpolacion % Recuperado
X + 22.4ug/mi 111.9 111.9 100.0
X + 32 pg/ml 163.1 161.2 101.2
X +41.6 pg/ml 216.2 209.6 103.2
Media 101.5
. . . S 1.59
E_cuacmn de la recta de la linealidad del CcV 156
sistema : y=5.09x - 2.152 t exp 209
t tabla 4.30

Tabla N2 45: Prueba de Fisher.

Area linealidad del sistema | Variancia | Area exactitud Variancia

110.5 125.1
111.1 0.12 126.5 0.76
111.1 124.9
159.2 174.3
163.5 4.6433 177.0 5.13
161.6 178.8
207.6 230.1
208.0 0.79 231.6 3.66
206.3 227.8

Promedio 1.8511 3.1844

F experimental 0.5813

F tabla 39

Gréfico N° 8: Curva de calibracion por adicion patrén de acido salicilico
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Anélisis de Resultado de Exactitud:

El célculo de la recuperacion media de analito en la determinacion de la exactitud es
101.81% para Aspirina y 101.46% para acido salicilico, encontrandose el porcentaje
recuperado dentro del intervalo especificado 97%-103%. De igual manera el coeficiente de
variacion de los porcentajes recuperados es menor al 2% revelando que no existe gran

variabilidad en los resultados obtenidos.

Al aplicar el test de Student para demostrar la exactitud del método analitico, se obtuvo un
texp < twp tanto para acido salicilico como para aspirina; lo cual prueba que no existe
diferencia significativa entre la recuperacion media y la cantidad afiadida de analito, es
decir el porcentaje de recuperacion de analito es muy cercano al 100%, por lo tanto la
exactitud es correcta.

A partir del Test de Fisher, se demostr6 la homogeneidad de las varianzas entre la curva de

calibracion normal y la curva de calibracion por adicion patron, ya que Feyp < Fap,

7.6 Limite de deteccion y limite de cuantificacion

Tabla N°46: Estimacion del limite de deteccion y de cuantificacién de Aspirina.

Parametro Valor
Desviacion estandar residual 10.0623
Pendiente 2.4840
Limite de deteccion (ug/ml) 13.3678
Limite de cuantificacion (ug/ml) 40.5085

Tabla N°47: Estimacion del limite de deteccion y de cuantificacion de acido salicilico.

Parametro Valor
Desviacion estandar residual 1.8872
Pendiente 5.4340
Limite de deteccion (pug/ml) 1.1461
Limite de cuantificacion (ug/ml) 3.4729
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Analisis de resultados de Limite de deteccion y limite de cuantificacion:

La minima cantidad de acido acetil salicilico que se puede cuantificar en la muestra bajo las

condiciones experimentales descritas es de 40.5084 pg/ml; y la minima cantidad de analito

que se puede detectar bajo dichas condiciones experimentales es de 13.3678 pg/ml.

Asi mismo la cantidad mas pequefia de &cido salicilico en la muestra que puede ser

cuantitativamente determinada con exactitud aceptable bajo las condiciones experimentales

descritas es de 3.4729 pg/ml; y la cantidad mas pequefia de acido salicilico en la muestra

que puede ser detectada bajo dichas condiciones experimentales es de 1.1461 pg/ml.

7.7 ROBUSTEZ

Tabla N° 48: Resultados de las areas obtenidas en cada uno de los experimentos

realizados.

Experimento | A (temperatura)
°C

B (flujo)
ml/min

C (pH)

Areas

Promedio
areas

1 44

11

3.4

1050.1
1035.6
1050.5

1045.4

11

3.4

1040.3
1052.1
1042.1

1044.8

1.3

3.4

890.8
877.3
886.2

884.8

1.3

3.4

879.4
877.5
880.4

879.1

11

3.6

1051.0
1040.1
1040.1

1043.7
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988.6
6 46 1.1 3.6 993.0 984.5
971.8

987.9
7 44 1.3 3.6 992.5 989.6

988.5

851.1
8 46 1.3 3.6 855.1 858.1

868.1

Tabla N°49: Resultados de las influencias de los factores y sus interacciones en el
estudio de la robustez.

Factores Interacciones

A B C AB AC BC ABC
-1045.4 | -1045.4 | -1045.4 | 1045.4 | 1045.4 | 10454 | -1045.4

1044.8 | -1044.8 | -1044.8 | -1044.8 | -1044.8 | 1044.8 | 1044.8
-884.8 | 884.8 | -884.8 | -834.8 | 8384.8 | -884.8 | 88438
879.1 879.1 | -879.1 | 8791 | -879.1 | -879.1 | -879.1
-1043.7 | -1043.7 | 1043.7 | 1043.7 | -1043.7 | -1043.7 | 1043.7
9845 | -9845 | 9845 | -9845 | 9845 | -9845 | -9845
-989.6 | 989.6 989.6 | -989.6 | -989.6 | 989.6 | -989.6
858.1 | 858.1 | 858.1 | 858.1 | 858.1 | 858.1 | 858.1
Influencia | -49.25 | -126.7 5.45 -19.35 | -46.1 36.45 -16.8

Promedio Influencias -30.9
Desviacion estandar | 51.5347132
2S 103.069426
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Graéfico N°9' Influencia de los factores y sus interacciones en la robustez del método.

Andlisis de Resultados de Robustez:

En la robustez se realizaron ocho experimentos para evaluar tres factores que podrian
afectar los resultados (temperatura, flujo y pH de la solucion del-heptanosulfonato de
sodio) asi como sus interacciones. Con los resultados obtenidos se demuestra que no hay
influencia significativa en la capacidad del método analitico, ya que ninguno de los efectos
de estos supera el intervalo de + 2S (103.069), siendo este método robusto.

7.8 ESTABILIDAD

Tabla N° 50: Porcentaje recuperado de Aspirina en la solucion analitica.

Tiempo (Horas) % Recuperado
0 101.68
2 101.92
4 101.05
6 101.78
24 102.80
48 101.56
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Grafico N° 10: Estabilidad de la solucion analitica para Aspirina.

Tabla N°51: Porcentaje recuperado de acido salicilico en la solucion analitica.

0 0.09
2 0.24
4 0.25
6 0.26
24 0.45
48 0.80

Gréfico N° 11: Estabilidad de la solucion analitica para Aspirina.
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Anélisis de Resultados Estabilidad:

La solucion muestra es estable para la cuantificacion de aspirina por 48 horas, ya que
durante este tiempo el porcentaje recuperado se mantuvo dentro del rango establecido (97-
103%), con un porcentaje recuperado de 101.56%, cumpliendo éste con el criterio de
aceptacion. En cambio para la determinacién de &cido salicilico libre, la solucion muestra
es estable solamente por 6 horas en la condicién de almacenamiento evaluada, ya que
después de este tiempo se recupera un porcentaje de &cido salicilico mayor al 0.3%. Por

tanto, la solucion muestra debe de ser analizada el mismo dia de su preparacion.

7.9 INCERTIDUMBRE

Tabla N°52: Resultados de la estimacion de la incertidumbre para la cuantificacion de

Aspirina en la muestra.

Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua-Leon.

Variables (x;) valor (xi) ux; Cs Csux; (Csux;)?
Am 973.9 1.17900311 | 0.10310937 | 0.12156627 | 0.014778358
Ap 974.3 2.3944728 | -0.10306704 | -0.24679122 | 0.060905907
wp 56.7 0.66833126 | 1.77104437 | 1.18364431 | 1.401013847
vl 50 0.02041654 | -2.00836431 | -0.04100385 | 0.001681316
V2 10 0.00816501 | 10.0418216 | 0.08199157 | 0.006722618
v3 25 0.01224918 | -4.01672863 | -0.04920163 | 0.002420801

P 88.5 1 1.1346691 | 1.1346691 1.2874740
V4 25 0.01224918 | 4.01672863 | 0.04920163 | 0.002420801
V5 10 0.00816501 | -10.0418216 | -0.08199157 | 0.006722618
V6 50 0.02041654 | 2.00836431 | 0.04100385 | 0.001681316
wm 49.95 0.66833126 | -2.01037469 | -1.34359624 | 1.805250858

Suma 4.591072414
uc 2.142678794
ue 4.285357588
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Tabla N° 53: Resultados de la estimacion de la incertidumbre para la determinacion
de acido salicilico libre en la muestra.

Variables (xi) | valor (x;) ux; Cs Csux; (Csux;)2
Am 5.7 1.1790031 | 0.0460087 | 0.0542444 | 0.002942455
Ap 173.7 | 1.4097439 | -0.00151 | -0.002128 | 4.53013E-06
Was 20.1 0.6879922 | 0.0130472 | 0.0089764 | 8.05758E-05
vl 50 0.0204165 | -0.005245 | -0.000107 | 1.14671E-08
V2 2 0.0024495 | 0.1311248 | 0.0003212 | 1.03162E-07
v3 25 0.0122492 | -0.01049 | -0.000128 | 1.65106E-08

P 99.3 1 0.002641 | 0.002641 | 6.97479E-06
V4 25 0.0122492 | 0.01049 | 0.0001285 | 1.65106E-08
V5 10 0.008165 | -0.026225 | -0.000214 | 4.58499E-08
V6 50 0.0204165 | 0.005245 | 0.0001071 | 1.14671E-08

Wasa 49.95 | 0.6683313 | -0.00525 | -0.003509 | 1.23124E-05
Suma 0.003047053

uc 0.055200122

ue 0.110400244

Anélisis de Resultados Incertidumbre.

Tomando en cuenta los componentes que influyen en la determinacion de la incertidumbre
del porcentaje recuperado de aspirina y acido salicilico libre en tabletas de 100 mg se
obtuvo una incertidumbre expandida de *+ 4.28 para aspirina y de + 0.11 para &cido

salicilico con un factor de cobertura de 2 al 95.45% de intervalo de confianza.
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VIIl. CONCLUSIONES

El método respondié satisfactoriamente a cada uno de los pardmetros de desempefio
establecidos en el Reglamento Técnico Centroamericano para la categoria de prueba a la
cual pertenece (categoria | y II), demostrando que la metodologia analitica para la
cuantificacion de Aspirina y &cido salicilico libre, por cromatografia liquida de alta
resolucion, es exacta, precisa, selectiva y lineal, por lo cual se tiene la certeza que los
resultados obtenidos son confiables dentro de las condiciones descritas en este documento;
y su utilizacion como meétodo de rutina en el Laboratorio de Control de calidad de

medicamentos de la UNAN-Leon se encuentra justificada y documentada.

Se evidencid que pequefias variaciones introducidas respecto a las condiciones descritas en
el método, las cuales son susceptibles de producirse durante su utilizacion, no afectan la
capacidad del mismo para proporcionar resultados validos, siendo el método analitico

robusto.

Se estim6 un limite de cuantificacion de aspirina en la muestra bajo las condiciones
experimentales descritas de 40.5084 pg/ml y un limite de deteccién de 13.3678 pg/ml. Asi
mismo, se estimo un limite de cuantificacion de acido salicilico de 3.4729 pg/ml y un
limite de deteccion de 1.1461 pg/ml.

Se determino la incertidumbre expandida para aspirina dando como resultado un porcentaje
recuperado de 100.4 % y una incertidumbre de + 4.28 y para 4cido salicilico un porcentaje
recuperado de 0.26 % y una incertidumbre de £ 0.11con un factor de cobertura de 2 al

95.45% de intervalo de confianza.
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IX. RECOMENDACIONES

1. Realizar ensayos de aptitud para comparar nuestros resultados con los de otro

laboratorio y asegurar la calidad del ensayo validado.

2. Aplicar la técnica analitica validada con productos de otros laboratorios para verificar

el desempefio del método con otras matrices.

3. Tomar precauciones durante el proceso de pesado, tanto de la muestra como del
estandar, para evitar pérdidas y variaciones que puedan alterar los resultados en la
cuantificacion de aspirina y en la determinacion de acido salicilico libre.

4.  Realizar la cuantificacion de aspirina y la determinacion de acido salicilico el mismo
dia que se preparan las soluciones analiticas, ya que éstas no son estables por mucho

tiempo.
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ANEXO N° 1: Resultado de la estandarizacién de soluciones:

e Estandarizacién de NaOH 0.1 N:

N= mg de biftalato de potasio
204.23 mg *ml NaOH
304.5 mg

N1 = = 0.09681
204.23 mg * 15.4 ml 0.0968
N2 =—o08lmE 69670
T 204.23mgx*15.6ml
306.2 mg
N3 = 0.09672

= 204.23mg * 15.5 ml

Normalidad Promedio: 0.09674.
e [Estandarizacion del NaOH 0.1 N:

N= mg de biftalato de potasio
204.23 mg *ml NaOH
211.7 mg

204.23 mg * 10.7 ml 0.0969
N2 = 210.7 mg = 0.0964
© 20423 mg*10.7ml
N3 = 2094 mg = 0.0967
©204.23mg *x10.6ml
Normalidad Promedio: 0.0967
e Estandarizacion de H,SO, 0.1 N:
Unaor * Nyaon
N = = 0.09013
V H,50,
30ml = 0.09674
N1 = = 0.09013

32.2 ml
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_ 30ml=0.09674

N2 = T = 0.09099
N3 = 30 ml * 0.09674 _ 0.09013
- 32.2ml o

Normalidad Promedio: 0.09041.
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ANEXO N° 2: Resultados de la determinacion de la pureza del estdndar de Aspirinay
estandar de &cido salicilico.

e Pureza de Aspirina

Volumenes gastados de H,SO4 en la solucién blanco:
V,gastado= 31.6 ml
V,gastado= 31.6 ml
V3gastado= 31.6 ml

Masa tedrica de Aspirina (pesos reales):
M; = 98.6 mg
M2=99.2 mg
Ms=101.2 mg

mI NaOH muestra = ml H2804 X N H2504

N NaoH
m aspirina— titre * (ml NaOH blanco™ ml NaOH muestra) *f

% Pureza = (M experimental /M teérica) * 100

0.09674

M1 NaoH muestra 2 = 21.3 ml X 0.09041 = 19.91 ml
0.09674

M| NaoH muestra1 = 21.2 ml X 0.09041 = 19.81 ml
0.09674

Masa 1 =9.008 * (30 ml — 19.91 ml) x 0.9674 = 87.93 mg

87.93m
%pureza = WTY}; * 100 = 89.18%

Masa 2 =9.008 * (30 ml — 19.91ml) * 0.9674 = 87.93 mg
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87.93m
%pureza = ngg * 100 = 88.64%

Masa 3 = 9.008 * (30 ml — 19.81 ml) x 0.9674 = 88.79 mg

88.79 m
%pureza = ﬁ * 100 = 87.82%

Pureza Promedio: 88.55%

e Pureza acido salicilico:
M 4cido salicilico= titre * ml naon > f

% Pureza = (M experimental /M tesricay* 100

1. M (4cido salicilico)= 13.81 mg* 9 ml * (0.0967/ 0.1)

M (&cido salicilico)= 120.18843 mg

120.18843 mg
*100=99.41%

% Pureza=
120.9 mg

2. M (acido salicilico)= 13.81 mg* 9.2 ml * (0.0967/0.1)

M (&cido salicilico)=  122.8593 mg

122.8593 mg
% Pureza= *100 = 99.09%

123.97 mg

3. M (&cido salicilico)=  13.81 mg * 9.6 ml * (0.0967/ 0.1)

M (acido salicilico)= 128.2009 mg

128.2009 mg

%0 Pureza= *100 =99.53 %

128.81 mg

Promedio de las 3 purezas = 99.3 %
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ANEXO N° 3: Valores criticos de F para un contraste de una cola (P=0.05)

V2

/

2

J 4

5

6 7

g 9

0 12

15

20

a ~N Gy &~ W N —

[{=}

10

1
12
13
14
15

16
17
18
19
20

161.4
18.51
10.13
7.709
6.608

5.987
5.501
5318
5117
4.965

4.844
4.747
4.667
4.600
4.543

4.494

199.5
19.00
9.562
6.944
5.786

5.143
4.737
4.459
4.256
4.103

3.982
3.885
3.806
3.739
3.682

3.634

4.451 3592
4414 3555
4.381 3.522
4,351 3493

215.7 224.6
19.16 19.25
9.277 9.117
6.591 6.388
5409 5.192

4.757 4.534
4.347 4120
4,066 3.838
3.863 3.633
3708 3.478

3.587 3.357
3.490 3.259
3.411 3179
3.344 3.112
3.287 3.056

3.239 3.007
3.197 2.965
3.160 2.928
3.127 2.895
3.098 2.866

230.2
19.30
9.013
6.256
5.050

4.387
3.972
3.687
3.482
3.326

3.204
3.106
3.025
2.958
2.901

2.852
2.810
2.773
2.740
2.7111

234.0 236.8
19.33 19.35
8.941 8.887
6.163 6.094
4.950 4.876

4.284 4.207
3.866 3.787
3.581 3.500
3.374 3.293
3.217 3.135

3.005 3.012
2.996 2.913
2915 2.832
2.848 2.764
2.790 2.707

2.741 2.657

240.5
19.38
8.812
5.999
4772

4,099
3677
3.388

238.9
19.37
8.845
6.041
4.818

4.147
3.726
3.438
3.230 3.179
3.072 3.020

2.948 2.8%
2.849 2.7%
2.767 2.714
2.699 2.646
2.641 2.588

2,591 2.538

2.699 2.614 2.548 2.494
2.661 2.577 2.510 2.456
2.628 2.544 2477 2.423
2.599 2.514 2447 2.393

2419 2439
19.40 19.41
8.786 8.745
5.964 5.912
4735 4.678

4.060 4.000
3.637 3.575
3.347 3284
3.137 3.073
2.978 2.913

2854 2.788
2753 2687
2671 2.604
2602 2534
2544 2475

2.494 2.425
2.450 2.381
2412 2.342
2.378 2.308
2.348 2.278

2459
19.43
8.703
5.858
4619

3.938
3.511
3.218
3.006
2.845

2.119
2,617
2533
2.463
2403

2.352
2.308
2.269
2.234
2.203

248.0
19.45
8.660
5.803
4.558

3.874
3.445
3.150
2.936
2.774

2.646
2.544
2.459
2.388
2.328

2.276
2.230
2.191
2.155
2.124

v1 = numero de grados de libertad del numerador y v, = nimero de grados de libertad del denominador.
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Validacion del Método Analitico para la cuantificacion de Aspirina y Acido Salicilico libre
en tabletas de 100 mg por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion.

ANEXO N° 4: Valores criticos de F para un contraste de dos colas (P=0.05)

Vg

V4

7

2

3

4

5

6

7

8

g

0

2

15

20

647.8
38.51
17.44
12.22
10.01

8.813
8.073
7571
7.209
6.937

6.724
6.564
6.414
6.298
6.200

6.115
6.042
5978
5.922
5.871

o ~JdH O AWK

—y
O W

— bk ok 4
G W N —

N — =t — —
O W oo N D

799.5
39.00
16.04
10.65
8.434

7.260
6.542
6.059
5.715
5.456

5.256
5.096
4.965
4.857
4.765

4,687
4.619
4.560
4508
4.461

864.2
39.17
15.44
9.979
7.764

6.599
5.890
5416
5.078
4826

4.630
4.474
4.347
4.242
4.153

4,077
4,011
3.954
3.903
3.859

899.6
39.25
15.10
9.605
7.388

6.227
5.523
5.053
4.718
4.468

4.275
4.121
3.996
3.892
3.804

3.729
3.665
3.608
3.559
3.515

921.8
39.30
14.88
9.364
7.146

5.988
5.285
4.817
4.484
4.236

4.044
3.891
3.767
3.663
3.576

3.502
3.438
3.382
3.333
3.289

937.1
39.33
14.73
9.197
6.978

5.820
5.119
4.652
4.320
4.072

3.881
3.728
3.604
3.501
3.415

3.341
3.277
3.221
3.172
3.128

948.2
39.36
14.62
9.074
6.853

5.695
4.995
4.529
4197
3.950

3.759
3.607
3.483
3.380
3.293

3.219
3.156
3.100
3.051
3.007

956.7
39.37
14.54
8.980
6.757

5.600
4.899
4.433
4.102
3.855

3.664
3512
3.388
3.285
3.199

3.125
3.061
3.005
2.956
2913

963.3
39.39
14.47
8.905
6.681

5.523
4.823
4.357
4,026
3.779

3.588
3.436
3.312
3.209
3.123

3.049
2.985
2.929
2.880
2.837

968.6
39.40
14.42
8.844
6.619

5.461
4.761
4.295
3.964
3.717

3.526
3.374
3.250
3.147
3.060

2.986
2922
2.866
2.817
2774

976.7
39.41
14.34
8.751
6.525

5.366
4.666
4.200
3.868
3.621

3.430
3.277
3.153
3.050
2.963

2.889
2.825
2.769
2.720
2.676

984.9
39.43
14.25
8.657
6.428

5.269
4.568
4.101
3.769
3.522

3.330
31477
3.053
2.949
2.862

2.788
2.723
2.667
2.617
2.573

993.1
39.45
14.17
8.560
6.329

5.168
4.467
3.999
3.667
3.419

3.226
3.073
2.948
2.844
2.756

2.681
2.616
2.559
2.509
2.464

vy = nimero de grados de libertad del numerador y v, = numero de grados de libertad del denominador.
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Validacion del Método Analitico para la cuantificacion de Aspirina y Acido Salicilico libre g =
en tabletas de 100 mg por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion. S

ANEXO N° 5: Nivel de significacion de la prueba de Cochran (¢=0.05)

K (n* de grupos)

! § 9 01 121 15| 2 |.%
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Validacion del Método Analitico para la cuantificacion de Aspirina y Acido Salicilico libre
en tabletas de 100 mg por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion.

ANEXO NP 6: Valores criticos de X? (P=0.05)

Numero de grados de /libertad Valor critico

3.84
5.99
7.81
9.49
11.07
12.59
14.07
15.51
16.92
18.31

COoOoNOOIEWN =

=k
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Validacion del Método Analitico para la cuantificacion de Aspirina y Acido Salicilico libre
en tabletas de 100 mg por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion.

ANEXO N° 7: Tabla t-Student dos colas

Valor de t para un intervalo de confianza de 90% 95% 98% 99%
Valor critico de | #| para valores de P de numero

de grados de libertad 010 0.05 0.02 0.01
1 6.31 1271 3182  63.66
2 2.92 4.30 6.96 9.92
3 2.35 3.18 4.54 5.84
4 2.13 2.78 3.75 4.60
5 2.02 2.57 3.36 4.03
6 1.94 2.45 3.14 3.71
7 1.89 2.36 3.00 3.50
8 1.86 2.31 2.90 3.36
9 1.83 2.26 2.82 3.25
10 1.81 2.23 2.76 3.17
12 1.78 2.18 2.68 3.05
14 1.76 2.14 2.62 2.98
16 1.75 2.12 2.58 2.92
18 1.73 2.10 2.55 2.88
20 1.72 2.09 2.53 2.85
30 1.70 2.04 2.46 275
50 1.68 2.01 2.40 2.68
o0 1.64 1.96 2.33 2.58
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Validacion del Método Analitico para la cuantificacion de Aspirina y Acido Salicilico libre
en tabletas de 100 mg por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion.

ANEXO N° 8: Valores criticos de la distribucion t-Student una cola.

Area de una cola
gl 0.25 0.20 0.15 0.10 0.05 0.025 0.01 0.005
1 1.000 1.376 | 1.963 3.078 6.314 | 12.706 | 31.821 | 63.657
2 0.816 1.061 | 1.386 1.886 2.920 | 4.303 6.965 9.925
3 0.765 0.978 | 1.250 1.638 2.353 | 3.182 4,541 5.841
4 0.741 0.941 | 1.190 1.533 2132 | 2.776 3.747 4.604
5 0.727 0.920 | 1.156 1.476 2.015 | 2571 3.365 4.032
6 0.718 0.906 | 1.134 1.440 1.943 | 2.447 3.143 3.707
7 0.711 0.896 | 1.119 1.415 1.895 | 2.365 2.998 3.499
8 0.706 | 0.889 | 1.108 1.397 1.860 | 2.306 2.896 3.355
9 0.703 0.883 | 1.100 1.383 1.833 | 2.262 2.821 3.250
10 0.700 0.879 | 1.093 1.372 1812 | 2.228 2.764 3.169
11 0.697 0.876 | 1.088 1.363 1.796 | 2.201 2.718 3.106
12 0.695 0.873 | 1.083 1.356 1.782 | 2.179 2.681 3.055
13 0.694 0.870 | 1.079 1.350 1.771 | 2.160 2.650 3.012
14 0.692 0.868 | 1.076 1.345 1.761 | 2.145 2.624 2.977
15 0.691 0.866 | 1.074 1.341 1.753 | 2.131 2.602 2.947
16 0.690 0.865 | 1.071 1.337 1.746 | 2.120 2.583 2.921
17 0.689 | 0.863 | 1.069 1.333 1.740 | 2.110 2.567 2.898
18 0.688 0.862 | 1.067 1.330 1.734 | 2.101 2.552 2.878
19 0.688 | 0.861 | 1.066 1.328 1.729 | 2.093 2.539 2.861
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20 0.687 | 0.860 | 1.064 1.325 1.725 | 2.086 2.528 2.845
21 0.686 | 0.859 | 1.063 1.323 1.721 | 2.080 2.518 2.831
22 0.686 | 0.858 | 1.061 1.321 1.717 | 2.074 2.508 2.819
23 0.685 | 0.858 | 1.060 1.319 1.714 | 2.069 2.500 2.807
24 0.685 | 0.857 | 1.059 1.318 1.711 | 2.064 2.492 2.797
25 0.684 | 0.856 | 1.058 1.316 1.708 | 2.060 2.485 2.787
26 0.684 | 0.856 | 1.058 1.315 1.706 | 2.056 2.479 2.779
27 0.684 | 0.855 | 1.057 1.314 1.703 | 2.052 2473 2.771
28 0.683 | 0.855 | 1.056 1.313 1.701 | 2.048 2.467 2.763
29 0.683 | 0.854 | 1.055 1.311 1.699 | 2.045 2.462 2.756
30 0.683 | 0.854 | 1.055 1.310 1.697 | 2.042 2.457 2.750
40 0.681 | 0.851 | 1.050 1.303 1.684 | 2.021 2.423 2.704
60 0.679 | 0.848 | 1.046 1.296 1.671 | 2.000 2.390 2.660
120 0.677 | 0.845| 1.041 1.289 1.658 | 1.980 2.358 2.617
oo 0.674 | 0.842 | 1.036 1.282 1.645 | 1.960 2.326 2.576
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Validacion del Método Analitico para la cuantificacion de Aspirina y Acido Salicilico libre
en tabletas de 100 mg por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion.

ANEXO N°9: Formulario

1. Coeficiente de variacion

S
CV==%x100
X

2. Desviacion estandar

s [Fx=0?/
] m=1)
3. Coeficiente de correlacion

- D P
[5G~ 9250 - 7

4. Pendiente

Sxy — XXXy
b=——-1—
(Zx)?
x*" n

5. Intercepto
_ Yy —bXx
o on

a

6. Residuales
i

ei=Yi—Y

=~

Yi=a+(b*Xi)

7. Test de Cochran
s®maxima s?maxima
Y st s?4+ s34 s34+ si+ s?

Gexp =

8. Factores respuestas
Y;
f= —
X
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Validacion del Método Analitico para la cuantificacion de Aspirina y Acido Salicilico libre
en tabletas de 100 mg por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion.

7. Coeficiente de variacion de los factores respuestas
St
CV = T x 100

8. Variancia de la pendiente o error experimental de la variancia de la
pendiente

2
S%a = Sy

(Zx)?
)% G
9. Variancia residual

2 _ EZ(yi—9)?
S y/x T T a2

10. Variancia del término independiente o error experimental del intercepto.

Szy/x ZXZ

2, — %
57 I(x—X)? n

11.Intervalos de confianza de la pendiente
b + t(0.05;n — 2)x Sb

12.Intervalos de confianza del intercepto

a t t(.osn-2)XSa

13. Intervalo de confianza de repetibilidad del método
— S
X *teosn-1)* =

vn
14. Test de Bartlett

x?= 2 [2.3026 * (y * 10gS? — Zyi * 10g5i%)]

_ LGy
- 3*(k—1)+1

_ Z(yi*Si%)
y

SZ
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15.Numero de platos tedricos
N = 16(tR/W)?
16.Célculo de t experimental

|100 — %R| * vn
tCal = CV

17.Célculo de Fisher

S?a

Fexp = ﬁ

18.F6rmulas utilizadas para el calculo del ANOVA

Suma de cuadrados Residual (SCresidual):

SCRresidual = Z(Yi - ?i)z

Suma de cuadrados de la Regresion (SCregresisn):

SCRegresién = 2(?1 - ?)2

Suma de cuadrados de la Falta de Ajuste (SCraita Ajuste):

— ~\2
SCralta Ajuste = Z(Yi - Yi)

Suma de cuadrados del Error Experimental (SCerror experimental)

SCError Experimental = (Z (Yi - ?i)z) - (Z (?l - ?i)z)

SCError Experimental = SCResidual — SCralta Ajuste

Suma de cuadrados Total (SCrotal):

SCro = (Y 0= 7)) + (Y% -7))

SCrotal = SCResidual T+ SCRegrsién
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Cuadrados medios de Regresion (CMgegresion):

SCRegrsi On
CMRegresién = Tlo

Cuadrados medios Residual (CMgesidual):

SCresidual
CMResidual = ﬁ

Cuadrados medios de la Falta de Ajuste (CMrata Ajuste):

SCFalta Ajuste

CM i =
Falta Ajuste n—2

Cuadrados medios del Error Experimental (CMgrror experimental):

_ SCError Experimental
CMError Experimental — N —n

Cuadrados medios Total (CMrota):

SCTotal

CMTOtal = N _ 1

Estadistico de Fisher calculado de la Regresion (Fregresion):

CMRegresi()n

FRegresién = C]VI—
Residual

Estadistico de Fisher calculado de la Falta de Ajuste (Fraita ajuste):

CMFalta Ajuste

FF : =
alta Ajuste
CMError Experimental
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Validacion del Método Analitico para la cuantificacion de Aspirina y Acido Salicilico libre en tabletas de 100 mg por Cromatografia
Liquida de Alta Resolucion.

ANEXO N° 10

Registro de Temperatura durante la VValidacion

Dia 1l Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia9 | Dial0 | Diall | Dia 12

Mafiana | 26.2°C | 26.1°C | 26.2°C | 25.6°C | 25.5°C | 26.4°C | 26.6°C | 26.4°C | 26.0°C | 26.6 °C | 26.4°C | 26.9°C

Tarde 26°C | 25.8°C | 26.9°C | 26.8°C | 26.8°C | 26.8°C | 26.8°C | 26.8°C | 26.4°C | 26.5°C | 26.2°C | 26.2°C

Dia13 | Dial4 | Dial5 | Dial6 | Dial7 | Dial8 | Dial9 | Dia20 | Dia21 | Dia22 | Dia23 | Dia 24

Manana | 26°C | 25.2°C | 24.2°C | 24.4°C | 25.8°C | 26.3°C | 25.2°C | 25.8°C | 26.2°C | 25.8°C | 25.,5°C | 26.3°C

Tarde |25.1°C |25.8°C |25.2°C |251°C |26.5°C |254°C |25.5°C | 26.2°C | 25.4°C | 24.1°C | 26.2°C | 25.8°C
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Validacion del Método Analitico para la cuantificacion de Aspirina y Acido Salicilico libre en tabletas de 100 mg por Cromatografia

Liquida de Alta Resolucion.

Registro de Humedad Relativa durante la Validacion

ANEXO N°11

Dial | Dia2 Dia 3 Dia4 | Diab Dia 6 Dia7 | Dia8 | Dia9 | Dial0 | Diall | Dia12

Mafana | 54.7% | 61% | 64.4% | 61.2% | 62.6% | 56.3% | 61.1% | 54.6% | 49.4% | 58.9% | 58.2% | 47.9 %

Tarde 69% |62.7% |56.8% |57.7% [54.2% | 57.7% | 65.7% | 64.4% | 58.5% | 61.7 % | 64.4% | 56.8%

Dial3 | Dial4 | Dial5 | Dial6 | Dial7 | Dial8 | Dial9 | Dia20 | Dia21 | Dia22 | Dia 23 | Dia 24

Mafana | 56.7% | 49.9% | 56.80 % | 57.3% | 56.6 % | 56.70% | 57.9% | 56.9% | 48.9% | 63.2% | 64.5% | 58.2 %

Tarde |[545% |53.8% | 57.1% |585% | 585% | 57.2% | 58.3% | 58.6 % | 49.7 % | 56.8 % | 56.4 % | 63.4 %
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ANEXO N° 12: FOTOGRAFIAS

Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua-Leodn. 167



Validacion del Método Analitico para la cuantificacion de Aspirina y Acido Salicilico libre
en tabletas de 100 mg por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion.

™~
VARIAN

Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua-Leon. 168
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ANEXO N° 13

CERTIFICADOS DE CALIBRACION DE LOS

VALIDACION
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P4Costado Sur Villa Progreso

UNI - RUPAP .
Managua, Nicaragua.
Telefax: (505) 2248 — 0851 Laboratorio Nacional de Metrologia

e-Mail: lanamet@ibw.com.ni
& http//: www.mific.gob.ni/

CERIIFICADO DE CALIBRACION

Calibration Certificate

Registro: Numero de Servicio:
Register RCB-5577-14 SERE NGB OP-2894-14-02
Pagina 1 de Paginas
Page of Pages
Objeto Balanza electrénica
Device
Marca AND
Manufacturer
Modelo HM-120 Nlmero de Serie 13506973
Model / Type Serial Number Inv: LCCM-BAL-02
Rango de Calibracion 0gai20g Divisién de Escala 0,0001 g
Range of Calibration Scale Division e= 0,001 g
Cliente Facultad de Ciencias Quimicas LCCM. UNAN-Leén.
Costumer Compus Médico, complejo docente de la salud

Ledn, Nicaragua.

Fecha de Calibracién 2014-06-10
Date of Calibration

Este Certificade de Calibracién expresa fielmente el resultado de las mediciones realizadas. Podra ser reproducido total pero no parcialmente, excepto cuando se haya
obtenido previamente permiso por escrito del Laboratorio Nacional de Metrologia. Los datos contenidos en el presente Certificado se refieren sélo al instrumento descrito
en ésta pagina. Estos conciernen al resultado de la calibracién realizada en éste instrumento en el momento y bajo las condiciones en que se realizaron las mediciones
El Laboratorio que lo emite no se responsabiliza de los perjuicios que puedan derivarse del uso inadecuado de los instrumentos calibrados o de éste documento. El
Certificado de Calibracién no es valido sin firma y sello autorizados.

This Calibration Certificate expresses the result of realized measurements. It shall not be reproduced other than in full, except with prior written permission of the issuing laboratory. The data
contained on the present certificate refer only to the instrument described on this page and concemn the result of calibration performed on this instrument at the moment and under test

. The issuing tory is not ible for any damage resulting from the inappropiate use of the calibrat i or of this . This Calibration Certificate is not valid
without authorized signature and seal,

Fecha de Emisién Calibro
Date of Issue Calibrated by

2014-06-20

=7 S A\ .
———ReSponsable de alul}ga
Pefson in Charge O

Head of Laboratory
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PZCostado Sur Villa Progreso

UNI - RUPAP 3
Managua, Nicaragua.
Telefax: (505) 2248 — 0851 Laboratorio Nacional de Metrologia

e-Mail: lanamet@ibw.com.ni
S http//: www.mific.gob.ni/

CERTIFICADO DE CALIBRACION

Calibration Certificate

Registro: Numero de Servicio:
Register RCB-5576-14 Service Number OP-2894-14-01
Pagina 1 de Paginas
Page of Pages
Objeto Balanza electrénica
Device
Marca AND
Manufacturer
Modelo GH-120 Namero de Serie 15102356
Model / Type Serial Number Inv: LCCM-BAL-01
Rango de Calibracion Max': 0gai20g Division de Escala 0,0001 g
Range of Calibration Scale Division e= 0,001g
Cliente Facultad de Ciencias Quimicas LCCM. UNAN-Leén.
Costumer Compus Médico, complejo docente de la salud

Ledn, Nicaragua.

Fecha de Calibracién 2014-06-10
Date of Calibration

Este Certificado de Calibracion expresa fielmente el resultado de las mediciones realizadas. Podra ser reproducido total pero no parcialmente, excepto cuando se haya
obtenido previamente permiso por escrito del Laboratorio Nacional de Metrologia. Los datos contenidos en el presente Certificado se refieren sélo al instrumento descrito
en ésta pagina. Estos conciernen al resultado de la calibracién realizada en éste instrumento en el momento y bajo las condiciones en que se realizaron las mediciones.
El Laboratorio que lo emite no se responsabiliza de los perjuicios que puedan derivarse del uso inadecuado de los instrumentos calibrados o de éste documento. E!
Certificado de Calibracion no es valido sin firma y sello autorizados.

This Calibration Certificate expresses the result of realized measurements. It shall not be reproduced other than in full, except with prior written pi ission of the issuing y. The data
contained on the present certificate refer only to the instrument described on this page and concem the result of calil performed on this i at the moment and under test
conditions. The issuing laboratory is not responsible for any damage resuiting from the inappropiate use of the cali i or of this This Calibration Certificate is not valid

without authorized signature and seal.

Fecha de Emision Calibré
Date of Issue Calibrated by
2014-06-20 R

¢ Rehponsable de Cali
\“-P‘e;i{m Charge

/I | D

Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua-Leon.
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CERTIFICADO DE CALIBRACION

Calibration Certificate
Registro: poy_q378-14 NL’lrnero de Servicio: p_9g94.14-13
Register Service Number

Pagina q de o Paginas

Page of Pages
Objeto Baldn volumétrcio
Device Clase A
Marca PYREX
Manufacturer
Modelo 5642 Niamero de Serie N.D.
Model / Type Serial Number Inv: B-2
Rango de Medicion 25 ml Error Maximo +0,03 ml
Measuring Range Tolerado

Scale Division

Cliente Facultad de Ciencias Quimicas LCCM (UNAN-Le6n)
Costumer Campus Médico (Complejo Docente de la Salud) Facultad de Ciencias Quimicas

Ledn, Nicaragua.

Fecha de Calibracion 2014-07-08

Date of Calibration

Este Certificado de Calibracién expresa fielmente el resultado de las mediciones realizadas. Podra ser reproducido total pero no parcialmente, excepto
cuando se haya obtenido previamente permiso por escrito del Laboratorio Nacional de Metrologia. Los datos contenidos en el presente Certificado se
refieren sdlo al instrumento descrito en ésta pagina. Estos conciernen al resultado de la calibracion realizada en éste instrumento en el momento y bajo
las condiciones en que se realizaron las mediciones. El Laboratorio que lo emite no se responsabiliza de los perjuicios que puedan derivarse del uso
inadecuado de los instrumentos calibrados o de éste documento. El Certificado de Calibracion no es valido sin firma y sello autorizados.

This Calibration Certificate expresses the result of realized measurements. It shall not be reproduced other than in full, except with prior written permission of the issuing
laboratory. The data contained on the present certificate refer only to the instrument described on this page and concern the result of calibration performed on this instrument
at the moment and under test conditions. The issuing laboratory is not responsible for any damage resulting from the inappropiate use of the calibrated equipment or of this
document. This Calibration Certificate is not valid without authorized signature and seal.

Fecha de Emision Calibro
Date of Issue Calibrated by

2014-07-18

\ .z
DHations 4. et/

Director
Head of Laboratory

egonsable de [Cali
Pergon in Charge

|
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dCostado Sur Villa Progreso
UNI - RUPAP 3
Managua, Nicaragua.

7 Telefax: (505) 248 — 0851 RN

e-Mail: lanamet@ibw.com.ni Laboratorio Nacional de Metrologia

& http//: www.mific.gob.ni/dtnm.index.htm

CERTIFICADO DE CALIBRACION

Calibration Certificate

Registro: RCV-1379-14 Numero de Servicio: p_5894.14-14

Register Service Number

Pagina 1 de , Paginas

Page of Pages
Objeto Baldn volumétrcio
Device Clase A
Marca KIMAX
Manufacturer
Modelo 58008 Numero de Serie N.D.
Model / Type Serial Number Inv: B-3
Rango de Medicion 50 ml Error Maximo +0,05 ml
Measuring Range Tolerado

Scale Division

Cliente Facultad de Ciencias Quimicas LCCM (UNAN-Ledn)
Costumer Campus Médico (Complejo Docente de la Salud) Facultad de Ciencias Quimicas

Ledn, Nicaragua.

Fecha de Calibracién 2014-07-08

Date of Calibration

Este Certificado de Calibracion expresa fielmente el resultado de las mediciones realizadas. Podré ser reproducido total pero no parciaimente, excepto
cuando se haya obtenido previamente permiso por escrito del Laboratorio Nacional de Metrologia. Los datos contenidos en el presente Certificado se
refieren solo al instrumento descrito en ésta pagina. Estos conciernen al resultado de la calibracion realizada en éste instrumento en el momento y bajo
las condiciones en que se realizaron las mediciones. El Laboratorio que lo emite no se responsabiliza de los perjuicios que puedan derivarse del uso
inadecuado de los instrumentos calibrados o de éste documento. El Certificado de Calibracion no es valido sin firma y sello autorizados.

This Calibration Certificate expresses the result of realized measurements. It shall not be reproduced other than in full, except with prior written permission of the issuing
laboratory. The data contained on the present certificate refer only to the instrument described on this page and concern the result of calibration performed on this instrument
at the moment and under test conditions. The issuing laboratory is not responsible for any damage resulting from the inappropiate use of the calibrated equipment or of this
document. This Calibration Certificate is not valid without authorized signature and seal. .

Fecha de Emision Calibré
Date of Issue Calibrated by

2014-07-18

ic.’Gustavo A. Montiel

Director :
Head of Laboratory

7 7
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B4Costado Sur Villa Progreso

UNI - RUPAP 5
! Managua, Nicaragua.
& Telefax: (505) 248 — 0851 et e e
e-Mail: lanamet@ibw.com.ni Laboratorio Nacional de Metrologia

S http//: www.mific.gob.ni/dtnm.index.htm

CERTIFICADO DE CALIBRACION

Calibration Certificate
Registro: RCV-1058-12 Nﬁmero de Servicio: 0P-2303-12-08
Register Service Number

Pagina q de o Paginas

Page of Pages
Objeto Balon
Device Clase A
Marca PYREX
Manufacturer
Modelo 5640 Numero de Serie N.D.
Model / Type Serial Number Inv: LCCMBL01-1000
Rango de Medicién 1000 ml Divisién de la Escala +0,3
Measuring Range (EMT)

Scale Division

Cliente Facultad de Ciencias Quimicas
Costumer Campus medico, Complejo Docentes de la Salud, Facultad de Ciencias Quimicas

Ledn, Nicaragua

Fecha de Calibracién 2012-08-27

Date of Calibration

Este Certificado de Calibracién expresa fielmente el resultado de las mediciones realizadas. Podra ser reproducido total pero no parcialmente, excepto
cuando se haya obtenido previamente permiso por escrito del Laboratorio Nacional de Metrologia. Los datos contenidos en el presente Certificado se
refieren sélo al instrumento descrito en ésta pagina. Estos conciernen al resultado de la calibracion realizada en éste instrumento en el momento y bajo
las condiciones en que se realizaron las mediciones. El Laboratorio que lo emite no se responsabiliza de los perjuicios que puedan derivarse del uso
inadecuado de los instrumentos calibrados o de éste documento. El Certificado de Calibracién no es valido sin firma y sello autorizados.

This Calibration Certificate expresses the result of realized measurements. It shall not be reproduced other than in full, except with prior written permission of the issuing
laboratory. The data contained on the present certificate refer only to the instrument described on this page and concern the result of calibration performed on this instrument
at the moment and under test conditions. The issuing laboratory is not responsible for any damage resulting from the inappropiate use of the calibrated equipment or of this
document. This Calibration Certificate is not valid without authorized signature and seal.

Fecha de Emisidn Calibro Revisé

Date of Issue Calibrated by

2012-07-28

Director
Head of Laboratory

~—._.____Responsable de
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B<Costado Sur Villa Progreso
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= Telefax: (505) 248 — 0851 -

e-Mail: lanamet@ibw.com.ni Laboratorio Nacional de Metrologia

& http//: www.mific.gob.ni/dtnm.index.htm
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CERIIFICADO DE CALIBRACION

Calibration Certificate

gegistro: RCV-1381-14 Ndmero de Servicio: Gp_5894.14-10
egister Service Number

Pagina 4 de , Paginas

Page of Pages
Objeto Pipeta volumétrica
Device Clase A
Marca Fisherbrand
Manufacturer
Modelo 13-650-2F Ndmero de Serie N.D.
Model / Type Serial Number Inv: P-1
Rango de Medicién 5ml Error Maximo +0,01 ml
Measuring Range Tolerado

Scale Division

Cliente Facultad de Ciencias Quimicas LCCM (UNAN-Ledn)
Costumer Campus Médico (Complejo Docente de la Salud) Facultad de Ciencias Quimicas

Ledn, Nicaragua.

Fecha de Calibracion 2014-07-09

Date of Calibration

Este Certificado de Calibracion expresa fielmente el resultado de las mediciones realizadas. Podra ser reproducido total pero no parcialmente, excepto
cuando se haya obtenido previamente permiso por escrito del Laboratorio Nacional de Metrologia. Los datos contenidos en el presente Certificado se
refieren sélo al instrumento descrito en ésta pagina. Estos conciernen al resultado de la calibracion realizada en éste instrumento en el momento y bajo
las condiciones en que se realizaron las mediciones. El Laboratorio que lo emite no se responsabiliza de los perjuicios que puedan derivarse del uso
inadecuado de los instrumentos calibrados o de éste documento. El Certificado de Calibracion no es valido sin firma y sello autorizados.

This Calibration Certificate expresses the result of realized measurements. It shall not be reproduced other than in full, except with prior written permission of the issuing
laboratory. The data contained on the present certificate refer only to the instrument described on this page and concem the result of calibration performed on this instrument
at the moment and under test conditions. The issuing laboratory is not responsible for any damage resulting from the inappropiate use of the calibrated equipment or of this
document. This Calibration Certificate is not valid without authorized signature and seal.

Fecha de Emision Calibré
Date of Issue Calibrated by

2014-07-18

y 4-Lic. Gustavo A. Montiel
¢/ Director

: RiOr /
Pergon in Charge A N s / Head of Laboratory

T
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CERIIFICADO DE CALIBRACION

Calibration Certificate

Registro: pey_q13g82-14 Numero de Servicio: 5p_5894.14-11

Register Service Number

Pagina 1 de , Paginas

Page of Pages
Objeto Pipeta volumétrica
Device Clase A
Marca Fisherbrand
Manufacturer
Modelo 13-650-2L Numero de Serie N.D.
Model / Type Serial Number Inv: P-2
Rango de Medicion 10ml Error Maximo +0,02 ml
Measuring Range Tolerado

Scale Division

Cliente Facultad de Ciencias Quimicas LCCM (UNAN-Ledn)
Costumer Campus Médico (Complejo Docente de la Salud) Facultad de Ciencias Quimicas

Leon, Nicaragua.

Fecha de Calibracion 2014-07-09
Date of Calibration

Este Certificado de Calibracion expresa fielmente el resultado de las mediciones realizadas. Podra ser reproducido total pero no parcialmente, excepto
cuando se haya obtenido previamente permiso por escrito del Laboratorio Nacional de Metrologia. Los datos contenidos en el presente Certificado se
refieren sélo al instrumento descrito en ésta pagina. Estos conciernen al resultado de la calibracion realizada en éste instrumento en el momento y bajo
las condiciones en que se realizaron las mediciones. El Laboratorio que lo emite no se responsabiliza de los perjuicios que puedan derivarse del uso
inadecuado de los instrumentos calibrados o de éste documento. El Certificado de Calibracién no es valido sin firma y sello autorizados.

This Calibration Certificate expresses the result of realized measurements. It shall not be reproduced other than in full, except with prior written permission of the issuing
laboratory. The data contained on the present certificate refer only to the instrument described on this page and concern the result of calibration performed on this instrument
at the moment and under test conditions. The issuing laboratory is not responsible for any damage resulting from the inappropiate use of the calibrated equipment or of this
document. This Calibration Certificate is not valid without authorized signature and seal.

Fecha de Emision Calibré
Date of Issue Calibrated by

2014-07-18

¢ a5 - =
T 7 Gustavo A. Montiel
Laganet 2 Director
—_ Person in Charge = Head of Laboratory
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»4Costado Sur Villa Progreso

UNI - RUPAP
Managua, Nicaragua. ST YRR
@Telefax: (505) 248 — 0851 Laboratorio Nacional de Metrologia
e-Mail: lanamet@ibw.com.ni
= http//: www.mific.gob.ni/dtnm.index.htm ami0anas
CERTIFICADO DE CALIBRACION
Calibration Certificate
Registro: RCT-1276-14 Namero de Servicio: OP-2894-14-08
Reqgister Service Number
Pagina 1 de 2 Paginas
Page of Pages
Objeto Terméhigrémetro digital
Device
Marca Thomas Scientific
Manufacturer P.O. Box 99, Swedesboro, NJ 08085 U.S.A.
Modelo 1235C97 Namero de Serie 80554929
Model / Type Serial Number
Rango de Medicion (25 a50) °C Divisién de Escala 0,1°C
Measuring Range Scale Division
Cliente UNAN-Ledn. Facultad de Ciencias Quimicas LCCM.
Costumer Campus Médico (Complejo Docente de la Salud). Facultad Ciencias Quimicas.

Leon, Nicaragua

Fecha de Calibracién 2014-06-20
Date of Calibration

Este Certificado de Calibracion expresa fielmente el resultado de las mediciones realizadas. Podra ser reproducido total pero no parcialmente, excepto
cuando se haya obtenido previamente permiso por escrito del Laboratorio Nacional de Metrologia. Los datos contenidos en el presente Certificado se
refieren s6lo al instrumento descrito en ésta pagina. Estos conciernen al resultado de la calibracién realizada en éste instrumento en el momento y bajo las
condiciones en que se realizaron las mediciones. El Laboratorio que lo emite no se responsabiliza de los perjuicios que puedan derivarse del uso inadecuado
de los instrumentos calibrados o de éste documento. El Certificado de Calibracion no es valido sin firma y sello autorizados.

This Calibration Certificate expresses the result of realized measurements. It shall not be reproduced other than in full, except with prior written permission of the issuing laboratory.
The data contained on the present certificate refer only to the instrument described on this page and concern the resuit of calibration performed on this instrument at the moment and
under test >onditions. The issuing laboratory is not responsible for any damage resulting from the inappropiate use of the calib quip: t or of this document. This Calibration
Certificate is not valid without authorized signature and seal.

Fecha de Emision Calibré
Date of Issue Calibrated by
N/ (24
\ii o
2014-06-20 A\J
AN——NG
ot
i\ 8 .
Ing. Hugo Torres ~ \M 3 avo Montiel
Responsable de CalibragidhAx4meS Director
Person in Charge h = Head of Laboratory

Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua-Leon. 177



Validacion del Método Analitico para la cuantificacion dg Aspirina y Acido _S,alicilico libre
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P4 Costado Sur Villa Progreso

UNI - RUPAP '
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@ Telefax: (505) 248 — 0851 Laboratorio Nacional de Mefrologia
e-Mail: lanamet@ibw.com.ni
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CERTIFICADO DE CALIBRACION

Calibration Certijicate

Registro: RCH-0048-14 Namero de Servicio: 0P-2804-1205
Register Servizz Number
1 Pagina 4 de , Paginas
4 Page of “zges
Objeto Termo-higrometro digital
i Device
Marca Thomas Scientific
Manufacturer P.O. Box 99, Swedesboro, NJ 08085 _.S.A.
Modelo 1235C97 Ndmero de Serie 90752236
Model / Type
Rango de Medicién (40 a 80) %RH Division de Escala 0.7 =:3H
Measuring Range Szzie Division
Cliente UNAN-Leén. Facultad de Ciencias Quimicas LCCM
Costumer Campus Médico (Complejo Docente o= |2 Salud). Faculiad Ciercias Cumicas,

Leén, Nicaragua

Fecha de Calibracion 2014-08-22
Date of Calibration

Este Certificado de Calibracion expresa fielmente el resultado de las mediciones r =
cuando se haya obtenido previamente permiso por escrito del Laboratorio Nacion ¢ Metrologia. L f = Certiicado s&
refieren sélo al instrumento descrito en ésta pagina. Estos conciernen al resultado ibracion S5E MstrurerT en ol momento ybajo is
condiciones en que se realizaron las mediciones. El Laboratorio que lo emite no se resriznsabiliza de oz per cios zLe cuedz
de los instrumentos calibrados o de éste documento. El Certificado de Calibracién no a< i

SZMents, excero

This Calibration Certificate expresses the result of realized measurements. It shalf not be reprog
The data contained on the present certificate refer only to the instrument described on this page

under test conditions. The issuing laboratory is not responsible for any damage resulting from th.
Certificate is not valid without authonized signature and seal.

Fecha de Emision Calibro
Date of Issue Calibrated by

2014-08-28

Ing. Hugo Torres

Responsable de Calibrac
Person in Charge

5 [ 5 178
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’ CERTIFICADO DE CALIBRACION
Calibration Certificate

[T FFIIYT s IS FrTrIr

Laboratorio Nacional de Hetrologia

ananm

Registro: RCM-0985-12 Numero de Servicio: OP-2303-12-09
Register Servicz N_mber
Pagina 1 de Paginas
Page of Fzoss
Objeto Juego de ocho (8) pesas de 10 mg a 50 g en estuce de plastiz
Device
Marca Henry Troemner LLC
Manufacturer 201 Wolf Drive. P.O. Box 87. Thorofars. NJ 08086-1087. EEUL
Clase No aplica
Class
Numero de Serie 28643
Serial Number
" Cliente UNAN — LEON. Facultad de Ciencias Quimicas. LCCM.
Costumer Campus Médico (Complejo Docente e ‘2 Salud). Fzcultad Ciencias Quimicas.

Leén Nicaragua.

Fecha de Calibracion
Date of Calibration

2012-08-28

Este Certificado de Calibracion expresa fielmente el resultado de las mediciones reafzzces. Podra ser =nroducido tow pero no parzaimerts, excinto cLando
se haya obtenido previaménte permiso por escrito del Laboratorio Nacional de Metroiozz. Los datos cantenides en =/ presente Cerificado se referen sdio al
instrumento descrito en ésta pagina. Estos conciernen al resultado de la calibracion reziiz=da en éste insTumen en 2 Mo 0 y tzjo las condicenes en que
se realizaron las mediciones. El Laboratorio que lo emite no se responsabiliza de los peruicios que pussan derivarse el uso inadamuado 2e los nstrumentos
calibrados o de éste documento. El Certificado de Calibracion no es vaélido sin firma y ssic autorizados.

This Calibration Certificate expresses the result of realized measurements. It shall not be reprocuzsc ther than in ful. 3xcept with prar wnitter permission of te issung labo:
The data contained on the present certificate refer only to the instrument described on this page anz rcem resut: It calibrztion p2 ed on this nstrumsnt at the mol

under test The issuing y is not 1 for any damzge resulting from the rezcropiate use o' 'he calibated swipmerr or of s document. Tns C
Certificate is not valid without authonzed signature and seal.

. —
e

735V 8 Revisd

/Q? 4e=1C - NI "‘,igwse: b
[~ £ <
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Fecha de Emision
Date of Issue

Calibré
Calibrated by

2 = - /
TS % < 7~
2012-08-30 AN %
\ "‘-‘c A ‘\‘«’ / L
ing. Hugo Torres AN « Cic. Gustava Montiel

i g. Nug SHEE
i Responsable de Calibracion Lt-\'_'\__‘ ~ Director
g Person in Charge ~ead of Labortory
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