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l. INTRODUCCION

Como parte de los programas de calidad que se emplean en la industria se estan
implementando nuevas tecnologias y procesos enmarcados en las mejoras continuas. El
control analitico de un producto farmacéutico es necesario para asegurar su eficacia y
seguridad durante todas las etapas de su periodo de vida util. Este control se realiza de
acuerdo con especificaciones establecidas y comprobadas durante su elaboracion, es por esta
razon que la validacion se hace indispensable, pues su objetivo principal es asegurar que una
metodologia analitica seleccionada dard resultados reproducibles y confiables que sean
adecuados para el propoésito previsto, por lo tanto, es necesario definir debidamente tanto las
condiciones en que la metodologia debe emplearse como el objetivo previsto para la misma.
Estos principios se aplican a todas las metodologias descritas en la farmacopea y también a

aquellas no incluidas pero que se utilizan en la industria farmacéutica.

Con la validacién de una metodologia analitica se demuestra; que las caracteristicas de
desempefio del método cumplen los requisitos para las aplicaciones analiticas previstas, es
decir, que es lineal, exacto y preciso bajo las condiciones de repetibilidad, precision
intermedia, exactitud, limite de detencién y limite de cuantificacion del sistema, volviendo

los resultados altamente confiables.

Por otro lado, la industria farmacéutica demanda a los laboratorios de ensayos una mejor
calidad en su servicio ya que estos juegan un papel importante en la evaluacion de los
productos farmacéuticos, ante esta situacion, el laboratorio de control de calidad de
medicamentos de la UNAN-Leon, cuanta con un sistema de gestion de la calidad acorde a la
norma ISO/IEC (Organizacion Internacional de Normalizacion/Comision Electronica
Internacional) 17025:2005, esto con el fin de brindar servicios fisicoquimicos confiables a
distintos laboratorios y distribuidoras del pais que al no gozar con su propia area de control
de calidad requieren del servicio, entre ellos la validacion de métodos analiticos con fines de
registro sanitario de sus productos y asi cumplir con las disposiciones legales contempladas

en las normativas correspondientes.

Siendo asi se valida una metodologia analitica con el proposito de poder determinar que el
método es exacto, reproducible y confiable para cuantificar el peso molecular promedio de
Polietilenglicol 3350 (PEG).



1. OBJETIVOS.

Objetivo General:

Validar el método de analisis para la determinacién del peso molecular promedio e indice de
hidroxilo del Polietilenglicol 3350 en polvo para solucion oral por volumetria, para ser
empleado como método de rutina en el Laboratorio de Control de Calidad de Medicamentos,
UNAN-Leon.

Objetivos Especificos:

1. Demostrar que el método analitico es adecuado para la determinacion del Peso
Molecular Promedio de PEG 3350 en polvo para soluciéon oral.

2. Establecer la metodologia a seguir en la validacion del método analitico para la

determinacion del Peso Molecular Promedio de PEG 3350 por volumetria.

3- Determinar los parametros de validacion para la determinacion del peso molecular
promedio de Polietilenglicol 3350, segun la categoria 111 del RTCA 11.03.39:06.



1. MARCO TEORICO.
3.1 Validacién de métodos analiticos.

La validacion es la accion documentada que demuestra que cualquier procedimiento, proceso
0 actividad conducird consistentemente a los resultados esperados. Esto incluye la
calificacion de sistemas y equipamiento. (Arlene, 2005)

La validacion de un método es un requisito importante en la practica del analisis quimico.
“proceso de establecer las caracteristicas de desempefio y limitaciones del método y la
identificacion de los aspectos influyentes que puedan cambiar estas caracteristicas, asi como
hasta qué punto se puede cambiar”. ES un proceso basado en la confirmacion del desempefio
o de que el mismo es consistente con los requerimientos de su aplicacion. El laboratorio de
servicio y su personal tiene una clara responsabilidad, la confianza del cliente,
proporcionando la respuesta correcta a la parte analitica del problema en otras palabras debe
demostrarse que los resultados son “adecuados para el propésito” para esto sera suficiente

que cualquier decision que se tome basada en él sea confiable.

De manera que, el desempefio del método debe ser vélido, y de igual manera, deberé

estimarse la incertidumbre del resultado y analizar las muestras adecuadas. (Chacon, 1999)

Si el método no es nuevo y se utiliza rutinariamente, entonces no es necesario el iniciar una
validacién desde cero, por lo que para estos casos se puede definir una validacion
retrospectiva basada en datos acumulados de produccion, pruebas y de control, donde se
pueden combinar nuevos criterios de validacion con la experiencia adquirida, o se puede
desarrollar analisis estadisticos de los registros arrojados por el método durante el tiempo en

que se ha utilizado.

En contraposicion a este tipo de validacion se encuentra la validacion prospectiva que se
desarrolla con un producto nuevo o producto hecho bajo un proceso de fabricacion revisado,
donde las revisiones pueden afectar las caracteristicas del producto. Por Gltimo, se puede
realizar la validacion concurrente que es utilizada cuando no hay datos disponibles del

proceso y se lleva a cabo durante el proceso. (Arlene, 2005)



Razones que justifican la validacién de métodos analiticos.

1.

2.

3.

Demostrar que los métodos son adecuados a los andlisis propuestos en las
condiciones descritas. La validacion es la herramienta que permite obtener las

pruebas documentales al respecto. (United States Pharmacopeia Convention, 2013)

Trabajar con métodos que ofrezcan confianza y seguridad en los resultados, lo cual
a su vez minimizara el nimero de fallos y repeticiones permitiendo un importante

ahorro de costes. (United States Pharmacopeia Convention, 2013)

Trabajar con métodos validados permite no solo el conocimiento del método
analitico sino también cumplir con las exigencias legales tanto del registro de
especialidades farmacéuticas de buenas practicas de laboratorio, con el fin de
asegurar la calidad y eficacia del producto. (United States Pharmacopeia Convention,
2013)

La validacion es también un paso o requisito previo de los procesos de transferencia

de métodos analiticos. (United States Pharmacopeia Convention, 2013)

Para iniciar la validacion es necesario previamente.

e Tener perfectamente caracterizado el analito.

e Trabajar con una formulacion definitiva (en caso de especialidad), puesto que
cambios en la composicion e incluso a nivel de excipientes afectaran

probablemente al procedimiento del analito.

e Trabajar suficientemente con el método de andlisis como para que nuestro
conocimiento acerca de este, nos ofrezca garantias de que la validacion puede ser
satisfactoria. Solo cuando el procedimiento esta definido en todos sus detalles y
se tiene el convencimiento de que las condiciones descritas son idoneas para
alcanzar los resultados esperados debe iniciarse la validacion. Por ello en el
desarrollo previo del método, es recomendable llevar a cabo un estudio de
robustez para garantizar la bondad del procedimiento que se quiere validar.
(United States Pharmacopeia Convention, 2013)



3.1.1 Clasificacion de los métodos analiticos
Segun la normalizacion y estado de desarrollo del método:
Métodos estandar o normalizados.

Los métodos estandar son aquellos publicados por organizaciones internacionales, regionales
0 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. (United States Pharmacopeia Convention, 2013)
Estos métodos incluyen aquellos publicados por:

v" United States Pharmacopeia (USP)

v National Formulary (NF)

v Hemeopathic Pharmacopeia of the United States

v Official Methods of Analysis of the Association of Official Analytical Chemists
(AOAC)

v' International conference of harmonization (ICH)
v Pharmacopeia Britanica (BP)
v Farmacopea Internacional (FI)

Se prefiere usar los métodos estdndar, 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 de
proceder para asegurar una aplicacién consistente. (United States Pharmacopeia Convention,
2013)

Métodos desarrollados por el laboratorio.

En ocasiones cada laboratorio elabora sus propios métodos, esto puede deberse a que el
analisis es muy especifico y se evalla, por ejemplo, cierta matriz especial que solo interesa

al laboratorio; o que debido a restricciones de tipo comercial no se puede disponer de métodos
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analogos usados en otras empresas 0 compafiias. El laboratorio, por consiguiente, debe de
evaluar la capacidad de los analistas, equipos y otros recursos relacionados con el método en
cuestion. Los meétodos deben de 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 certificadas.
Métodos 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-

validaciéon de método.

3.1.2 Caracteristicas de desempefio analitico
» Especificidad

Los documentos de ICH definen especificidad como la capacidad de evaluar de manera
inequivoca el analito en presencia de aquellos componentes cuya presencia resulta previsible,
como impurezas, productos de degradacion y componentes de la matriz. La falta de
especificidad de un procedimiento analitico individual puede compensarse usando otros
procedimientos analiticos complementarios. [NOTA: Otras autoridades internacionales de
reconocido prestigio (IUPAC, AOAC-I) han preferido el término selectividad reservando

especificidad para procedimientos que resulten completamente selectivos.]

Para las pruebas que se indican a continuacion, la definicion anterior tiene las siguientes

implicancias: (United States Pharmacopeia Convention, 2013)
Pruebas de Identificacion: garantizan la identidad del analito.

Pruebas de Pureza: garantizan que todos los procedimientos analiticos efectuados permiten
declarar con exactitud el contenido de impurezas de un analito (por ejemplo, prueba de

sustancias relacionadas, limite de metales pesados, impurezas organicas volatiles).



Valoraciones: proporcionan un resultado exacto, que permita una declaracion exacta del

contenido o potencia del analito en una muestra.

Determinacion: En analisis cualitativos (pruebas de identificacion), debe demostrarse la
capacidad de distinguir compuestos de estructura estrechamente relacionada cuya presencia
resulta probable.

Esta capacidad deberia confirmarse mediante la obtencion de resultados positivos a partir de
muestras que contengan el analito (quizds mediante comparacion con un material de
referencia conocido), junto con resultados negativos de muestras que no contengan dicho
analito, y mediante la confirmacion de que no se obtiene una respuesta positiva de materiales

con estructura similar o estrechamente relacionada a la del analito.

> Exactitud

La exactitud de un procedimiento analitico es la proximidad entre los resultados de la prueba
obtenidos mediante ese procedimiento y el valor verdadero. La exactitud de un procedimiento

analitico debe establecerse en todo su intervalo.

Determinacion: En la valoracién de un farmaco, la exactitud puede determinarse mediante la
aplicacion del procedimiento analitico con respecto a un analito de pureza conocida (por
ejemplo, un Estandar de Referencia), o comparando los resultados del procedimiento con los
de un segundo procedimiento bien caracterizado, cuya exactitud se haya comprobado o

definido. (United States Pharmacopeia Convention, 2013)

En la valoracién de un farmaco en un producto formulado, la exactitud puede determinarse
mediante la aplicacion del procedimiento analitico a mezclas sintéticas de los componentes
del producto farmacéutico al que se hayan afiadido cantidades conocidas de analito dentro
del intervalo del procedimiento.3 Si no resulta posible obtener muestras de todos los
componentes del producto farmacéutico, se puede aceptar tanto el agregado de cantidades
conocidas del analito al producto farmacéutico como la comparacion de los resultados con
los de un segundo procedimiento bien caracterizado. (United States Pharmacopeia
Convention, 2013)



En el analisis cuantitativo de impurezas, la exactitud debe evaluarse en muestras (del farmaco

o del producto farmacéutico) a las que se hayan agregado cantidades conocidas de impurezas.

Cuando no sea posible obtener muestras de algunas impurezas o productos de degradacion,
los resultados deben compararse con los obtenidos mediante un procedimiento
independiente. En ausencia de otra informacion, puede resultar necesario calcular la cantidad
de una impureza basandose en la comparacion de su respuesta con la del farmaco, pero el
cociente entre las respuestas de cantidades iguales de la impureza y del farmaco (factor de
respuesta relativo) debe ser utilizado siempre que se lo conozca. (United States Pharmacopeia
Convention, 2013)

La exactitud se calcula como el porcentaje de recuperaciéon de la cantidad valorada con
respecto a la cantidad conocida de analito afiadida a la muestra, o como la diferencia entre la
media de la valoracion y el valor verdadero aceptado, considerando los intervalos de

confianza. (United States Pharmacopeia Convention, 2013)

Los documentos ICH recomiendan que se evalué la exactitud utilizando un minimo de nueve
determinaciones sobre un minimo de tres niveles de concentracién, cubriendo el intervalo
especificado (es decir, tres concentraciones y tres determinaciones repetidas de cada

concentracion). (United States Pharmacopeia Convention, 2013)
» Precision

La precision de un procedimiento analitico es el grado de concordancia entre los resultados
de las pruebas individuales cuando se aplica el procedimiento repetidamente a multiples

muestreos de una muestra homogeénea. (United States Pharmacopeia Convention, 2013)

La precision de un procedimiento analitico habitualmente se expresa como la desviacion
estdndar o la desviacidon estandar relativa (coeficiente de variacién) de una serie de
mediciones. La precision puede ser una medida del grado de reproducibilidad o de
repetibilidad del procedimiento analitico en condiciones normales de operacién. (United

States Pharmacopeia Convention, 2013)

En este contexto, la reproducibilidad se refiere al uso del procedimiento analitico en
diferentes laboratorios, como por ejemplo en un estudio en colaboracién. (United States
Pharmacopeia Convention, 2013)



La precision intermedia (también conocida como tolerancia o fortaleza) expresa la variacion
dentro de un laboratorio, por ejemplo, en diferentes dias, con diferentes analistas o0 con equipo

diferente dentro del mismo laboratorio.

La repetibilidad se refiere a la utilizacion del procedimiento analitico en un laboratorio
durante un periodo de tiempo corto realizado por el mismo analista con el mismo equipo.

(United States Pharmacopeia Convention, 2013)

Los documentos ICH recomiendan que se evalle la repetibilidad del sistema analizando
repetidamente una misma muestra de forma consecutiva de seis a diez veces y la repetibilidad
del método utilizando un minimo de nueve determinaciones que cubran el intervalo
especificado para el procedimiento (es decir, tres concentraciones y tres determinaciones
repetidas de cada concentracién, o un minimo de seis determinaciones al 100% de la

concentracion de prueba). (United States Pharmacopeia Convention, 2013)
» Limite de Deteccion

El limite de deteccion es una caracteristica de las pruebas de limite. Es la cantidad minima
de analito en una muestra que puede detectarse, aunque no necesariamente cuantificarse, en
las condiciones experimentales indicadas. Las pruebas de limite simplemente comprueban
que la cantidad de analito se encuentra por encima o por debajo de un nivel determinado. El
limite de deteccion se expresa habitualmente en forma de concentracion de analito (por
ejemplo, porcentaje, partes por millon) en la muestra. (United States Pharmacopeia
Convention, 2013)

Determinacion: Para procedimientos no instrumentales, el limite de deteccion se determina
generalmente mediante el analisis de muestras con concentraciones conocidas de analito,
estableciendo el nivel minimo del analito que puede detectarse confiablemente. (United
States Pharmacopeia Convention, 2013)

Para procedimientos instrumentales, se puede utilizar el mismo enfoque que para

procedimientos no instrumentales.

En el caso de procedimientos analiticos instrumentales que presentan ruido de fondo, los
documentos de ICH describen un enfoque usual, que consiste en comparar las sefiales

medidas a partir de muestras con bajas concentraciones de analito con las de muestras,
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blanco. Se establece la concentracion minima a la que puede detectarse confiablemente un
analito. Otros enfoques dependen de la determinacion de la pendiente de la curva de
calibracion y la desviacion estandar de las respuestas. Independientemente del método
utilizado, el limite de deteccion deberia validarse posteriormente mediante el analisis de un
namero adecuado de muestras preparadas al limite de deteccidn o que se sabe que estan cerca
de dicho limite (United States Pharmacopeia Convention, 2013)

> Limite de cuantificacion

El limite de cuantificacion es una caracteristica de las valoraciones cuantitativas de
compuestos que se encuentran en baja concentracion en la matriz de una muestra, como, por
ejemplo: impurezas en farmacos a granel y productos de degradacion en productos
farmacéuticos terminados. Es la minima cantidad de analito en una muestra que se puede
determinar con precision y exactitud aceptables en las condiciones experimentales indicadas
(RTCA 11.03.39:06).

El limite de cuantificacion se expresa habitualmente en forma de concentracion de analito
(por ejemplo, porcentaje, partes por millon) en la muestra (United States Pharmacopeia
Convention, 2013).

Determinacion: Para procedimientos no instrumentales, el limite cuantitativo se determina
habitualmente mediante el analisis de muestras con concentraciones conocidas de analito,
estableciendo el nivel minimo del analito que se puede determinar con exactitud y precision

aceptables. (United States Pharmacopeia Convention, 2013)

Para procedimientos instrumentales, se puede utilizar el mismo enfoque que para

procedimientos no instrumentales.
» Linealidad e intervalo

La linealidad de un procedimiento analitico es su capacidad para obtener resultados de prueba
que sean proporcionales ya sea directamente, o por medio de una transformacion matematica
bien definida, a la concentracion de analito en muestras en un intervalo dado (RTCA
11.03.39:06).
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Siempre que sea posible se buscara una respuesta lineal que facilitara su trazado,
interpolacion e interpretacion, si no se puede lograr la linealidad, se puede utilizar un modelo
no lineal. El objetivo es obtener un modelo que describa con precision la relacion de

concentracion versus respuesta, ya sea lineal o no lineal (AEFI, 2001).

La linealidad debe de establecerse en intervalo completo del procedimiento analitico. Deberia
establecerse inicialmente mediante examen visual de un grafico de sefiales como funcién de
concentracion de analito de contenido. La ICH recomienda que, para establecer la linealidad,
se utilicen normalmente un minimo de cinco concentraciones. (United States Pharmacopeia
Convention, 2013).

> Robustez

La robustez de un procedimiento analitico es una medida de su capacidad para no resultar
afectado por variaciones pequefias pero deliberadas en los pardmetros enumerados en la
documentacidn del procedimiento, y a la vez, da una idea de su aptitud durante su uso normal.

La robustez puede determinarse durante la etapa de desarrollo del procedimiento analitico.
3.1.3 Procedimientos analiticos que son objeto de validacion

Segiin RTCA 11.03.39:06 (2006), se deben validar los siguientes procedimientos analiticos

quimicos, fisicos y microbiol6gicos:

Categoria I: pruebas cuantitativas del contenido del (los) principio(s) activo(s), constituyen
procedimientos quimicos o microbioldgicos que miden el (los) analito(s) presente(s) en una

muestra determinada.

Categoria I1: pruebas para la determinacién 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. Cualquiera
de los dos pretende reflejar con exactitud las caracteristicas de pureza de la muestra. Los
parametros de validacién requeridos por una prueba cuantitativa son diferentes a los de una

prueba cualitativa de cumplimiento de limite.
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Categoria Ill: pruebas fisico quimicas de desempefio. Constituyen procedimientos de

ensayo que miden caracteristicas propias del desempefio del medicamento, por ejemplo, la

prueba de disolucion. Las caracteristicas de la validacion son diferentes a las de las otras

pruebas, aunque las pueden incluir.

Categoria IV: pruebas de identificacion. Aquellas que se realizan para asegurar la identidad

de un analito en una muestra. Esto normalmente se realiza por comparacion de una propiedad

de la muestra contra la de un estandar de referencia, por ejemplo, espectros, comportamiento

cromatografico, reactividad quimica y pruebas microcristalina.

Tabla 1 Parametros de desempefio de los procedimientos analiticos.

*Puede ser requerido dependiendo de la naturaleza de la prueba especifica.

Caracteristicas | Categoria I Categoria Il Categoria Il | Categoria IV
de Desempefio
" Prueba de | Prueba de . L
Analitico o o Fisico Identificacion
Limite Limite quimico
cuantitativa | Cualitativa | desempefio
Exactitud Sl Sl * * NO
Precision SI SI NO SI NO
Especificidad Sl SI Sl * Sl
Limite de NO NO SI * NO
deteccién
Limite de NO Sl NO * NO
cuantificacién
Linealidad SI SI NO * NO
Intervalo Sl Sl * * NO
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3.2 Valoracion

Las valoraciones son ampliamente utilizadas en quimica analitica para la determinacion de
la concentracion de acidos, bases, oxidantes, reductores, iones metalicos, proteinas y muchas
otras especies. Las valoraciones o titulaciones se basan en una reaccion entre un analito y un
reactivo patrén, conocido como valorante. La reaccién tiene una estequiometria conocida y
reproducible. En una valoracion, se determina el volumen (o masa) del valorante necesario
para reaccionar de manera completa con el analito y se emplea dicho volumen para obtener

la cantidad o concentracion del analito. (Harris, 2001).

La valoracion se realiza agregando lentamente la disolucion patron desde una bureta a una

disolucidn del analito hasta que la reaccién entre los dos se completa.

El punto de equivalencia de una valoracién es un punto tedrico que se alcanza cuando la
cantidad de valorante afiadido es quimicamente equivalente a la cantidad de analito en la
muestra. Resulta imposible determinar experimentalmente el punto de equivalencia de una
valoracion, en su lugar se determina un cambio fisico (visual) relacionado con la condicion
de equivalencia y a este cambio se le llama punto final de la valoracion. Es muy comdn
agregar indicadores a la disolucion del analito para producir un cambio fisico observable
(punto final) cerca del punto de equivalencia. Entre los cambios tipicos de los indicadores se
tiene la aparicion o desaparicién de un color, un cambio de color, o bien la aparicion o

desaparicion de turbidez (Skoog Douglas A., 2008).

3.2.1 Tipos de valoraciones

Existen distintos tipos de valoraciones, entre éstas se encuentran las de neutralizacién, en las
que el analito y el valorante experimentan reacciones acido — base. Se tienen también las
valoraciones que implican reacciones de formacion de complejos, estos métodos son de
particular importancia para la determinacién de diversos cationes. Igualmente, existen
valoraciones en las que la reaccion quimica implica la transferencia de electrones, estos
métodos se denominan valoraciones rédox (Permanganometria, Yodometria, Bromatometria,

Yodatometria).
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» Acidimetria y Alcalimetria.

En quimica, los procesos de alcalimetria y acidimetria son ambos meétodos de analisis
cuantitativos y volumeétricos, pero son metodos inversos entre ellos.

En el caso de la alcalimetria, se hace referencia a la forma de hallar la concentracion de una
solucidn alcalina, o también de la determinacion de la cantidad de &lcali que posee una
sustancia. El alcali, suelen ser los 6xidos, hidroxidos, o carbonatos del grupo de los

alcalinos. Estos juegan el papel de bases fuertes, siendo bastante solubles en agua.

Por otro lado, la acidimetria, es el método que se encarga de determinar la cantidad de acido
que se encuentra de manera libre en una disolucién. En ambos métodos, se utilizan los
mismos procesos.

En los laboratorios, para llevar a cabo los métodos de la acidimetria y la alcalimetria, siempre
se parte de soluciones &cidas o alcalinas, que nos sirven de patrén, para asi poder determinar
la concentracion.

En el caso de las soluciones alcalinas, suelen usarse mas variedad de sustancias, pero quizas
la més utilizada sea el hidréxido sodico, seguida de otras como el hidroxido potasico, o el

hidréxido de amonio.

En cuanto a los indicadores, podemos clasificarlos en neutros, indicadores que son sensibles
a los &cidos, e indicadores que son sensibles a las bases. Cuando son usados en agua pura,
los indicadores de tipo neutro tomaran el color de transicion; los indicadores sensibles a los
acidos, tomaran el color acido correspondiente, y, por ultimo, los sensibles a las bases,
tendrén el color alcalino.

Tanto en acidimetria como en alcalimetria existen diferentes técnicas de valoracion tales
como:

Valoraciones Volumétricas Directas: La volumetria directa es el tratamiento de una sustancia
soluble en solucion, y contenida en un recipiente adecuado, con una solucion estandarizada
apropiada (la solucion volumétrica), donde el punto final se determina en forma instrumental,
0 visualmente con ayuda de un indicador adecuado. (Ayres.G.H., 1970)

La solucion volumétrica se agrega desde una bureta de capacidad adecuada que se elige de
acuerdo con la concentracion (normalidad), de modo tal que el volumen consumido sea de

entre 30% y 100% de la capacidad nominal de la bureta. [NOTA—En los casos en que se
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requiera menos de 10 mL de solucién volumétrica, se debe utilizar una microbureta
adecuada.] La aproximacion al punto final se hace directamente, pero con cuidado, y
finalmente la solucion volumétrica se agrega gota a gota desde la bureta para que la Gltima
gota no sobrepase el punto final. La cantidad de sustancia valorada se puede calcular a partir
del volumen, el factor de normalidad o molaridad de la solucion volumétrica, y el factor de
equivalencia de la sustancia que se especifica en la monografia correspondiente. (Ayres.G.H.,
1970)

Valoraciones Volumétricas Residuales: Algunas valoraciones farmacopeicas requieren la
adicion de un volumen determinado de una solucion volumétrica, en exceso del necesario
para reaccionar con la sustancia a valorar. Después, el excedente de esta solucidn se valora
con una segunda solucién volumétrica. (Ayres.G.H., 1970)

Esto constituye una volumetria residual y también se conoce como retro valoracion o

valoracién por retorno.

La cantidad de la sustancia valorada se puede calcular a partir de la diferencia entre el
volumen de la solucion volumétrica que se agregé originalmente corregida por medio de una
valoracién con un blanco y el consumido por la solucion volumétrica en la retro valoracion,
teniendo en cuenta los respectivos factores de molaridad o normalidad de las dos soluciones
y el factor de equivalencia para la sustancia indicado en la monografia correspondiente.
(Ayres.G.H., 1970)

» Valoraciones Complejométricas

El éxito de las valoraciones complejométricas depende de varios factores. La constante de
equilibrio de formacién del complejo del reactivo en la solucién volumétrica-analito debe
ser lo suficientemente grande como para que, en el punto final, casi el 100% del analito haya
formado el complejo. EI complejo final se debe formar lo suficientemente rapido para que
el tiempo de andlisis sea practico. Cuando la reaccién analitica no es rapida, algunas veces

puede resultar atil realizar una volumetria residual (Ayres.G.H., 1970).
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» Reacciones de oxidacion-reduccién
Asi, una reaccion de oxidacion-reduccion, también conocida como reaccion Rédox, es
aquella en la que cambia el estado de oxidacion de las especies reaccionantes, produciéndose
un intercambio de electrones entre los reactivos. Estas reacciones también se conocen como

reacciones de transferencia de electrones.

3.2.2 Valoraciones con un patron primario

Un patrén primario es un reactivo de elevada pureza que sirve como material de referencia
en valoraciones volumétricas. Dicho reactivo se emplea para la obtencién de disoluciones
patron de concentracion perfectamente conocida. La exactitud del método de valoracion
depende sobre todo de las propiedades de este compuesto dentro de los requisitos mas

importantes de un patrén primario se encuentran los siguientes:

a) Alto grado de pureza (»99.9 %)

b) Estabilidad a temperatura ambiente, sin cambiar su composicion con el secado o con
el aumento de temperatura

c) Ausencia de agua de hidratacion, para que la composicion del sélido no cambie con
las variaciones de humedad

d) No absorber CO2 de la atmdsfera

e) Masa molar razonablemente grande para minimizar el error relativo al pesar el patron.

f) Que sea de facil adquisicion.

g) Solubilidad suficiente en el medio de titulacién
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Propiedades esperadas en las soluciones patron.
La solucidn patron ideal para un analisis volumétrico debera:
a) Ser suficiente estable modo que solo sea necesario determinar una vez su
concentracion;
b) Reaccionar rdpidamente con el analito, con el fin de reducir al minimo el tiempo
requerido entre las adiciones de reactivo;
c) reaccionar con el analito de manera completa, para que esta reaccion pueda

describirse por una simple ecuacion balanceada

Métodos para expresar las concentraciones de las soluciones patrones volumétricos

Por lo general, las concentraciones de las soluciones patron se expresan en unidades de
molaridad o normalidad. La molaridad proporciona el nimero de moles de reactivo contenido
en un litro de solucidn; la normalidad da el nimero de equivalentes de reactivo en el mismo
volumen. Es necesario realizarle a una solucion el proceso llamado estandarizacién, que es
la operacion en la que se determina la concentracion de un reactivo mediante su reaccion
estequiométrica con una cantidad conocida de otro reactivo. Obviamente todas las medidas
experimentales que se realicen para la consecucion de estos célculos deben ser obtenidas con

material de vidrio aforado o graduado (volumen) y con balanzas analiticas (masa).
3.23 Indicadores Acido — Base

Los indicadores acido-base son generalmente compuestos organicos de naturaleza compleja
que en agua u otro solvente se comportan como &cidos o bases débiles. Dependiendo del pH
del medio, el equilibrio se encontrard desplazado hacia la formacién no disociada (HIn) o

hacia la formacién de la forma disociada (In-).
Hlne>H+In"*

Normalmente la forma disociada y la no disociada presentan coloraciones distintas y el
predominio de una de ellas va a depender de la concentracion de iones hidrogeno presentes
en la solucién.

Los indicadores utilizados en las titulaciones Acido-base en medio acuoso, presentan
cambios de color a un rango determinado de pH. Se pueden encontrar ordenados segun

rangos de viraje crecientes.
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Tabla 2 Indicadores Acido Base.

Indicador Color apH Intervalo de viraje Color apH
inferior superior
Azul de timol Rojo 1.2 — 2.8 unidades pH Amarillo
Naranja de metilo  Anaranjado 3.1-44 Amarillo
Rojo de metilo Rojo 4.2-6.3 Amarillo
Azul de clorofenol ~ Amarillo 48-6.4 Rojo
Azul de Amarillo 6.0-7.6 Azul
bromotimol
Amarillo de Amarillo 10.1-12.0 Rojo
alizarina
Fenolftaleina Incoloro 8.3-10.0 Rojo
Rojo neutro Rojo 6.8—-8.0 Amarillo

3.3 Compuestos Hidroxilicos.

Método de Acilacion (esterificacion)
Un analisis de amplia aplicacion para los grupos hidroxilo se basa en su reaccién para formar
esteres. La reaccion de esterificacion implica la sustitucion de hidrogeno del hidroxilo por

un grupo acilo. La reaccion general es (kenneth, 1981)

F-OH+E'COOH S E'COOFR. +H:0 Figura 1 Reaccion de Esterificacion

Esta reaccién no es aconsejable como reaccidn analitica por dos razones: primera, la reaccion
entre un alcohol y un &cido carboxilico es demasiado lenta; y segunda, el equilibrio es
desfavorable, se eliminan ambas limitaciones mediante combinaciones apropiadas de
disolvente, temperatura, catalizador y agente acilante. Un &cido carboxilico no es un agente
acilante muy potente y los agentes analiticos apropiados deben ser mas reactivos que el
correspondiente acido. Se utilizan los cloruros y anhidridos de &cidos, las reacciones de

acilacion con estos agentes son: (kenneth, 1981)
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R-OH+R'COOCl— R'COOE. +HCl Figura 2 Reaccion de Acilacion 1

R-OH + (R'CO)»0 — R'COOR + R'COOH Figura 3 Reaccion de Acilacion 2

Un procedimiento corriente supone de un exceso de anhidrido a la muestra de compuesto
Hidroxilico. Completada la esterificacion, se hidroliza el anhidrido que no ha reaccionado y
se valora el acido total en la solucion con alcali estdndar. A continuacién, se procede a una
determinacion en blanco afiadiendo la misma cantidad de anhidrido al disolvente, pero
omitiendo la muestra. Se hidroliza el anhidrido y se valora el &cido formado. El blanco
consumira mas alcali que la muestra. La diferencia entre los equivalentes de alcali
consumidos por el blanco y por la muestra es igual al nimero de equivalentes de grupos

hidroxilo en la muestra. (kenneth, 1981)

El resultado de las determinaciones de grupos hidroxilo se pueden expresar de varias
maneras. Cabe indicar el “porcentaje de hidroxilo” de la muestra por conversion de los
equivalentes de hidroxilo a peso de hidroxilo (1 eq.g OH= 17,01 g). El peso equivalente del
compuesto, respecto a los grupos acilables constituye otra manera de manifestar el resultado
analitico. Cuando se conoce el numero de grupos OH por molécula, es posible calcular, de la
manera acostumbrada, la pureza de un compuesto. Se recurre a todos estos métodos cuando
se analizan compuestos relativamente puros o muestras de composicién definida. Muchas
muestras que contienen grupos hidroxilo, especialmente grasas y aceites, son mezclas
complejas y careceria de sentido un “porcentaje de pureza” basado en una determinacion.
Para tales muestras es comun expresar un indice de hidroxilo; el indice de hidroxilo es el
namero de miligramos de hidroxido de potasio equivalente al contenido de hidroxilo de 1g
de muestra. Se puede emplear KOH en el analisis real y pueden convertirse los equivalentes
de hidroxilo en miligramos de KOH. Al indice de hidroxilo también se le llama nimero de
hidroxilo. (kenneth, 1981)
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Catélisis nucleofilica. Para incrementar la velocidad de la reaccion de acilacion, se afiade a
menudo un catalizador a la mezcla de reaccion. En un procedimiento ya clésico, se utiliza
piridina como catalizador. La piridina actia como catalizador nucleofilicas, es decir, ataca a
un atomo de carbono de baja densidad electrénica (el carbono acilico), dando un intermedio,

el ion acilpiridino, como en: (kenneth, 1981)

4 /
h e

4N
. .. . T e e ‘».”i/ \\\ 7 ” / \ _
Figura 4 Catalisis Nucleofilica R'CO,0 + N 7 R——C—I:I + R'—COO

El anhidrido (R"CO)20 es mas reactivo que el acido R"COOH, a casusa de que el anhidrido
tiene mejor “grupo saliente”. En general, el menos basico X-, en RCOX, sera el componente

mas reactivo. (kenneth, 1981)

Luego el ion acilpiridinio, que es el agente acilante real, ataca, a su vez, al compuesto
hidroxilico nucleofilico para formar un producto intermedio tetraédrico e inestable, que se
rompe para regenerar la piridina y producir el éster. La suma de las reacciones 5, 6 da la

reaccion de esterificacion total 3

; — OH
R'—C—~N ‘/,, + R—OH — R’_(I]_N/ \ Figura 5 Reaccion de esterificacion
sl l +:~:
OR
VAR 2
R'—C—N — R'COOR + CG;H;N + H

Obviamente, el catalizador en esta reaccion no puede ser una amina primaria o secundaria,
pues se corre el riesgo de que estas sustancias se acilen; la piridina cumple este requerimiento
para la reaccion catalitica. Ademas, el ion acilpiridinio es mas reactivo que el anhidrido del

acido del cual procede, motivo por el cual se incrementa la velocidad de reaccion al aparecer
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aquel. Este catalizador cumple asimismo el requisito adicional de que el ion acilpiridinio sea
lo bastante estable como para existir en suficiente concentracion y conseguir una apreciable
velocidad de reaccion con el alcohol, estas variadas propiedades de la piridina hacen de ella
un catalizador muy apropiado para las reacciones de acilacion. Es también un buen disolvente
para la reaccion y, por combinacion con el subproducto acido de la acilacion desplaza el
equilibrio hacia los productos. Aunque la piridina es un buen catalizador, todavia se ha de
calentar la mezcla de reaccion para conseguir una velocidad de reaccion razonable. (kenneth,
1981)

N N (CH3) 2 Figura 6 Compuesto hidroxilico
\\ /
Completada la acilacion del compuesto hidroxilico, se hidroliza el exceso de anhidrido
afiadiendo agua al sistema, la piridina cataliza esta hidrolisis de acuerdo con las reacciones
3, 4,5, en las cuales debe escribirse agua en lugar de R-OH.

El anhidrido acético es el agente acilante usual. Este compuesto es lo suficientemente
reactivo para dar tiempos de reaccidn cortos, y el grupo acetilo es lo bastante pequefio para
esterificar grupos hidroxilos adyacentes a grupo muy voluminosos. Un inconveniente del
anhidrido acético es que reacciona (no estequiometricamente) con los aldehidos, que, por
consiguiente, no deben estar presentes en las muestras de compuestos Hidroxilicos que se
analizan con este reactivo. Es posible determinar la mayoria de los alcoholes primarios y
secundarios con el método de anhidrido acético-piridina, y la temperatura y el tiempo de
reaccion depende de la estructura del alcohol. Con este procedimiento se analizan aminas

primarias y secundarias y tioles. (kenneth, 1981)
El agua en pequefias cantidades no entorpece estos métodos de acilacion (recuérdese que

completada la reaccidn de acilacion, se afiade agua el sistema), excepto cuando consume algo
de reactivo. (kenneth, 1981)
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3.4 PEG 3350

3.4.1 Caracteristicas Fisico-quimicas

Denominaciones Comunes

BP: Macrogoles
JP: Macrogol 3350
PhEur: Macrogoles

USP-NF: Polietilenglicol

Sinénimos: Carbowax; Carbowax Sentry; Lipoxol; Lutrol E; macrogola; PEG; Pluriol E;

polioxietileno glicol.

Nombre quimico: un-hidro-o-hidroxipoli (oxi-1 ,2-etanodiilo)

Férmula empirica y peso molecular.

El Polietilenglicol es un polimero de adicion de 6xido de etileno y agua, representado por la

formula H(OCH2CH2)nOH en donde n representa el nimero promedio de grupos oxietileno

(Manual de Exipientes Farmacéuticos, 2009).

Férmula Estructural.

Propiedades Fisicas
Densidad

.0
H-"' \/\

"0

n

_H

Figura 7 Formula

1.11 a 1.14 g/cm3 a 258C para PEG liquidos;
1.15a1.21 g/cm3 a 258C para PEG solidos.

Punto de inflamacion: 444 K (171 °C) para PEG 3350;
Punto de congelacién: 108 K (-165 °C)
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Punto de ebullicién: 523 K (250 °C)

Los polietilenglicoles se pueden encontrar en estado liquido y sélido:

= Grados liquidos (PEG 200 a 600) se producen como transparente, incoloro o

ligeramente, liquidos viscosos de color amarillo. Tienen un ligero pero caracteristico

olor y un sabor ligeramente amargo quema. PEG 600 puede ocurrir como sélido a

temperatura ambiente (Manual de Exipientes Farmacéuticos, 2009).

=  Grados sélidos (PEG> 1.000) son de color blanco o casi blanco en color, y rango en la

consistencia de las pastas de copos de cera. Disponen de un desmayo, olor dulce. Grados

de PEG 6000 y anteriores estan disponibles como libre que fluye polvos molidos.

(Manual de Exipientes Farmacéuticos, 2009)

Tabla 3 Pesos moleculares medios de polietilenglicoles e indice de hidroxilo.

Grado M Peso molecular Estado indice
medio. Hidroxilo
PEG 200 4.2 190 - 210 Liquido -
PEG 300 6.4 285 - 315 Liquido 340-394
PEG 400 8.7 380 - 420 Liquido 264 - 300
PEG 540 (mezcla) - 500 - 600 Liquido -
PEG 600 13.2 570 - 613 Solido 178 — 197
PEG 900 15.3 855 — 900 Solido -
PEG 1000 22.3 950 — 1050 Solido 107 - 118
PEG 1450 325 1300 — 1600 Solido -
PEG 1540 28.0 - 36.0 1300 - 1600 Solido -
PEG 2000 40.0 - 50.0 1800 — 2200 Solido -
PEG 3000 60.0 - 75.0 2700 — 3300 Solido 34-32
PEG 3350 75.7 3000 — 3700 S6lido 30-38
PEG 4000 69.0 - 84.0 3000 — 4800 Solido 25-32
PEG 4600 104.1 4400 — 4800 Solido -
PEG 4800 181.4 7000 — 9000 Solido -

3.4.2 Propiedades farmacoldgicas de los Polietilenglicoles.

La actividad osmoética de PEG esta relacionada con su capacidad de secuestrar agua en el

lumen intestinal. Los agentes con peso molecular menos a 1500 son absorbidos por la mucosa

intestinal y por lo tanto, resultan inadecuados; por el contrario, los que tienen pesos

moleculares altos (por ej. 3350 o0 4000) son solo minimamente absorbidos, y de ese modo
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secuestran agua en el intestino. El Polietilenglicol 3350 (PEG3350), de elevado peso
molecular que es capaz de formar puentes de hidrogeno con 100 moléculas de agua por cada
molécula de PEG, al interactuar con el agua la solucion aumenta la presion osmética actuando
a nivel del intestino grueso como un laxante de tipo osmotico. Al no ser metabolizado por las
bacterias que se encuentran a lo largo del intestino, puede alcanzar el colon (sitio donde se
produce su accion) sin sufrir modificaciones (Lantorno, 2016).

Terapéuticamente, hasta 4 litros de una solucion acuosa de una mezcla de electrolitos y de
polietilenglicol de alto peso molecular es consumido por los pacientes sometidos a la
limpieza del intestino. La OMS ha establecido una ingesta diaria admisible prevista de

glicoles de polietileno de hasta 10 mg / kg de peso corporal.

Hay al menos dos formulaciones farmacéuticas de PEG basadas en su peso molecular (3350
y 4000). El PEG 3350 puede ser combinado con cantidades variables de electrolitos (por ej.
Sulfato de sodio) para combatir la posible pérdida de electrolitos, mientras que PEG 4000 no
se combina generalmente con ellos. (Lantorno, 2016)
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IV. DISENO METODOLOGICO
4.1 Tipo de estudio:
Experimental. Validacion prospectiva.
4.2 Poblacion:

La poblacion de estudio fueron 30 frascos de polvo de polietilenglicol 3350 (PEG 3350) para

solucion oral correspondiente al lote 06081500

4.3 Muestra:

Se tomaron 9 frascos de polvo para solucion de PEG 3350 correspondiente al lote 06081500
4.4 Unidad de Analisis:

indice de hidroxilo y peso molecular promedio de polietilenglicol 3350.

4.5 Plan de Analisis.

El procesamiento de los datos obtenidos en la determinacion de los parametros de desempefio
se llevé a cabo a través del programa estadistico Microsoft Excel 2010, asi mismo, los datos

y resultados se presentan en tablas y gréaficos.
4.6 Variable de estudios:
e Especificidad
e Exactitud
e Precision: Repetibilidad y Precision intermedia.
e Robustez

e Estabilidad del valorante
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4.7 Reactivos y Materiales.

Tabla 4 Tabla de Materiales.

TABLA DE MATERIALES

Nombre

Descripcion

Agitador eléctrico

Agitador magnético. Marca: SYBRON; modelo: Thermolyne
type 7200 stir-light; modelo N°: SL-7225; serial N°: 275.

Balanza analitica

Balanza marca: A&D; modelo: GH-120; capacidad: max. : 120
g, min.: 0.0001 g; desviacion: 0.1 mg; e= 1 mg; serie: 13506973.
Balanza marca: A&D; modelo: HM-120; capacidad: max.: 120
g, min.: 0.0001 g; desviacion: 0.1 mg; serie: 15102356.

de

extraccion de gases

Campana

Marca: LABCONCO.

Espatula

Espatula de acero inoxidable utilizada para pesar reactivos y
patrones.

Papel de aluminio

Papel de aluminio para pesar reactivo; marca: Mirave.

Pera de succién

Marca: Fisherbrand.

Laboratorio

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

Probeta Probeta de 10 mL y 25 mL, marca PYREX® USA.

Bureta Bureta de 50 mL Marca

Erlenmeyer Erlenmeyer de 250 + 5%. Marca: Pyrex.

Cocinas Marca: Isotemp fisher scientific

Sonda de | Marca: Thomas Scentific. TRACEABLE. Rango de temperatura

Temperatura -50.0 °C- 150.0°C.

Soporte de | Marca: FISHER USA

Magneto

Magneto agitador.
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Tabla 5 Tabla de reactivos.

Tabla de Reactivos

PM: 204.23 g/mol.

Pureza: 98.98%

Nombre Grado Descripcion Formula quimica
Piridina Liquido CsHsN
ACS higroscapico,
incoloro, de olor
caracteristico.
Anhidrido ftalico Sélido en escamas | CeHa(CO),2
ACS blanco, de olor
caustico.
So6lido  cristalino,
NaOH ACS blanco y sin olor. NaOH
Agua destilada
. densidad 1g/ml
Agua Destilada g H20
Fenolftaleina ACS Polvo blanco, sélido | C20H1404
e inodoro.
Estandar Polvo blanco, | H-(OCH2CH2)n-
PEG 3350 inodoro. OH
Biftalato de potasio | ACS Polvo cristalino | CgHsKO4
blanco.
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4.8 Procedimiento analitico para la determinacion de Indice de Hidroxilo en el PEG
3350.

Preparacion de soluciones

Preparacion y estandarizacion de Hidroxido de Sodio 1 N

= Preparacion del Hidréxido de Sodio 1N
Disolver 40 g de Hidroxido de sodio en 150 mL de agua exenta de didxido de carbono,
enfriar la solucion a temperatura ambiente.
Filtrar la solucion anterior, transferir el filtrado a un recipiente adecuado y diluir con agua
exenta de didxido de carbono a 1000 ml.

» Preparacion de la solucion Indicadora de fenolftaleina: Disolver 1g de
fenolftaleina en 100 mL de alcohol.

= Estandarizacion:
Pesar exactamente 5 g de biftalato de potasio grado patron primario, previamente
pulverizado y secado a 120° durante dos horas y disolver en 75 ml de agua exenta de
dioxido de carbono en una fiola de titulacion de 250 ml cerrada.
Agregar dos gotas de fenolftaleina SR y valorar con la solucion de Hidroxido de sodio
hasta obtener un color rosado permanente.

Calcular la normalidad de la siguiente manera:

N gKHCgH, 0,
"~ 0.20423 * mL de Solucién de NaOH

Donde:

g de KHCg H4 Oa: g de biftalato de potasio patron primario pesados.

0.20423: gramos de biftalato de potasio equivalente a 1 mL de Hidroxido de Sodio 1N.

mL de Solucion de NaOH: volumen préctico gastado por la bureta durante la titulacion.
Solucién de Anhidrido Ftalico en Piridina (SR):
Pesar exactamente 49.0 g de anhidrido ftalico, depositarlo en un frasco color ambar y disolver
en 300 mL de piridina. Agitar vigorosamente hasta su disolucion completa.

Dejar la solucién en reposo por 36 horas antes de usar.
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Solucién Indicadora de Fenolftaleina:

Disolver 1g de fenolftaleina en 100 mL de piridina.

Preparacion de la Muestra

Pesar 12 g de la muestra y colocarla en un frasco seco resistente a la presion y al calor.
Agregar 25 mL de la solucién de anhidrido ftalico, agitar por rotacion moderada para
disolver, tapar el frasco y envolverlo bien en una bolsa de tela.

Sumergir el frasco en un bafio de agua mantenido a una temperatura entre 96° y 100
°C, a la misma profundidad que la de la mezcla en el frasco.

Calentar en el bafio de agua durante 60 minutos, luego retirar del bafio y dejar que se
enfrie a temperatura ambiente.

Sacar de la bolsa la solucion anterior y agregar 25 mL de piridina, agitar por rotacion
moderada por cinco minutos. Luego agregar 25 mL de agua destilada y agitar
nuevamente por rotacion moderada por cinco minutos mas.

Agregar 1.5 mL de solucion de fenolftaleina en piridina

Valorar la solucion con Hidroxido de Sodio 1 N

Realizar la determinacion con un blanco en 25 mL de solucion de anhidrido ftélico
mas toda piridina adicional agregada al frasco.

Tratamiento de Resultados

Calcular el valor de Hidroxilo de la siguiente manera:

56.1(B—M)
w

Valor de Hidroxilo =

Donde:
56.1: Peso equivalente del KOH

B - M: Es la diferencia entre los volimenes del hidréxido de sodio 1 N consumido por el

blanco y por la muestra.

W: Peso de la muestra

29



4.9 Parametros de validacién

4.9.1 Procedimiento experimental para determinar los pardmetros de validacion aplicables
a la metodologia analitica para peso molecular promedio en Polietilenglicol 3350
polvo para solucion.

Parametros a Validar:

Tabla 6 Parametros a validar.

Parametros Test Aplicados Criterios de Aceptacion
Porcentaje de recobro | Porcentaje de recobro debe de estar en el rango de 98 a
(%R). 102%.
Selectividad T de Student. El t de Student debe de especificar que el estadistico
calculado debe ser menor que el estadistico tabulado
Porcentaje de | (tcar<ttab)
Discrepancia.
. . NO APLICA Segun USP, ICH Q2. Categoria Ill, Prueba Fisico quimica
Linealidad de Desempefio.
Precision Coeficiente de Variacion | El Coeficiente de Variacion de la Repetibilidad del sistema
Repetibilidad  del | (%CV). debe ser CV< 3.88% y del método debe ser CV< 5.48%.
sistema Para un intervalo de aceptacion del 90,0% a 110,0%
Repetibilidad  del
método
Homogeneidad de Test de Bartlett, las varianzas tienen que ser homogéneas.
Precision \éarltalnéas (Test  de | ANOVA de dos factores:
Intermedia del | Bartlett). _
e El F calculado entre filas tiene que ser menor F tabulado
Precisién ANOVA de dos factores. (Fear<F tab).
Intermedia del El F calculado entre columnas tiene que ser menor que
método Coeficiente de variacion el F tabulado (Fca>F tab).
el Coeficiente de variacion global ANOVA debe ser menor o
igual al 3% (CV<3%).
Aplicacion de un disefio
factorial completo de ocho | El factor que sea mayor de dos veces la desviacién estandar
Robustez experimentos (2%) para | agrupada, determina un efecto significativo en el método.
evaluar la influencia de 3
factores a dos niveles.
Grafica de control del | Gréafica de control: debe de demostrar que la solucién sera
. porcentaje de recobro vs | estable durante el tiempo en el cual el proceso se mantenga
Estabilidad dela | jos gfas. bajo control estadistico.
Solucién Valorante | | porcentaje de recobro. | EI porcentaje de recobro debe de estar dentro del rango de
98 a 102 %.
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4.9.1.1 Especificidad

La especificidad del método para la determinacion del peso molecular promedio se evalué
por comparacion de la muestra contra un estandar de referencia lo que permitio evaluar de
manera inequivoca la identidad del analito en la muestra. La evaluacion de este parametro se
realizé a través de:

e Exactitud: Porcentaje de recobro.
e Comparacion de medias: Prueba t de Student.

e Porcentaje de discrepancia
4.9.1.2 Exactitud

a. Determinacion experimental del método.

La exactitud del peso molecular promedio se determiné a través del porcentaje de recobro
considerando el indice de Hidroxilo. Se prepararon doce soluciones de la muestra y del
estandar, pesando 12g para cada una de las soluciones. Se determind el porcentaje recuperado
a traves del cociente de los indices de hidroxilo promedio de la muestra y el estandar de
referencia, multiplicado por cien.

b. Test aplicados
e Porcentaje de recobro (%R).
e T de Student.

c. Criterios de aceptacion.
e Porcentaje de recobro debe de estar en el rango de 98 a 102%.
e T de Student debe de especificar que el estadistico calculado debe ser menor que el

estadistico tabulado (tcai<tian)

4.9.1.3 Precisién

49.1.3.1 Repetibilidad del sistema instrumental.

Para realizar el estudio de la repetibilidad del sistema, se prepararon diez soluciones

estandares, para las cuales se pesaron con exactitud 12g del estandar de Polietilenglicol 3350
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para cada solucion, las cuales se valoraron el mismo dia y por el mismo analista. Se
tomaron los volimenes gastados en la valoracion y se calcula el indice de Hidroxilo y el peso
molecular promedio.

a. Tablas reportadas

e Coeficiente de Variacion (%CV).

b. Criterios de aceptacion.

e El Coeficiente de Variacion de la repetibilidad del sistema debe ser CV< 3.88%. Para

un intervalo de aceptacién del 90,0% a 110,0%
4.9.1.3.2 Repetibilidad del Método.

Para la realizar el estudio de la repetibilidad del método, se prepararon diez soluciones
muestras, para el cual se pesaron con exactitud una cantidad de polvo de la muestra que
equivalen a 12g de Polietilenglicol 3350 para cada solucién, las cuales se valoraron el mismo
dia y por el mismo analista. Se toman los volumenes gastados en la valoracion y se calcul6
el indice de Hidroxilo y el peso molecular promedio.

a. Tablas a reportar.
Coeficiente de Variacion (%CV).

b. Criterios de aceptacion.

El Coeficiente de Variacion de la repetibilidad del método debe ser CV< 5.48%. Para un
intervalo de aceptacion del 90,0% a 110,0%

4.9.1.3.3 Precision intermedia del sistema instrumental.

La precision intermedia del sistema se estudié durante tres dias consecutivos y por dos
analistas. Cada dia se prepararon tres soluciones estandares, por cada analista, para la las
cuales se pesaron con exactitud 12g del estandar de Polietilenglicol 3350 en las mismas
condiciones ambientales e instrumentales. Se tomaron los volumenes gastados en la
valoracion y se calculd el indice de Hidroxilo y el peso molecular promedio.

a. Tablas y test aplicados.

Homogeneidad de varianzas (Test de Bartlett).
ANOVA de dos factores.

Coeficiente de variacion global.

32



b. Criterios de aceptacion.
e Test de Bartlett, las varianzas tienen que ser homogeéneas.
e ANOVA de dos factores:
- El F calculado entre filas tiene que ser menor F tabulado (Fca<F tab).
- El F calculado entre columnas tiene que ser mayor que el F tabulado (Fca>F tan).

e Coeficiente de variacion global ANOVA debe ser menor o igual al 3% (CV<3%).
4.9.1.3.4 Precision intermedia del método.

a. Determinacion experimental.
La precision intermedia del método se estudié durante tres dias consecutivos y por
dos analistas. Cada dia se prepararon tres soluciones de la muestra, por cada analista,
para la las cuales se pesaron con exactitud el equivalente de polvo a 12g de
Polietilenglicol 3350 bajo las mismas condiciones ambientales e instrumentales. Se
tomaron los volumenes gastados en la valoracién y se calcul6 el indice de Hidroxilo
y el peso molecular promedio.

b. Tablas y test aplicados
e Homogeneidad de varianzas (Test de Bartlett).
e ANOVA de dos factores.
e Coeficiente de variacion global.

c. Criterios de aceptacion.
e Test de Bartlett, las varianzas tienen que ser homogéneas.
e ANOVA de dos factores:

-El F calculado entre filas tiene que ser menor F tabulado (Fca<F tab).

-El F calculado entre columnas tiene que ser mayor que el F tabulado (Fca>F tab).

e Coeficiente de variacion global debe ser menor o igual al 3% (CV<3%).
4.9.1.4 Robustez

a. Determinacion de la Robustez
La determinacion de la robustez se llevo a cabo mediante la realizacion de pequefios

cambios en las condiciones normales del método analitico, mediante la aplicacion de un
disefio factorial completo de ocho experimentos (2°) para evaluar la influencia de 3

factores a dos niveles, tomando en cuenta también las posibles interacciones entre estos.
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Se creé una matriz del andlisis factorial en donde se detallan las condiciones en las cuales

se llevaron a cabo los ensayos.

b. Criterios de aceptacion.
El factor que sea mayor de dos veces la desviacion estandar agrupada, determina un

efecto significativo en el método.

49.1.5 Estabilidad

Para realizar el estudio de la estabilidad del Hidroxido de sodio (Patron Secundario) se

prepard una solucién muestra a la concentracién nominal 1,0 N.

La estabilidad de la solucién patron de Hidroxido de Sodio se determind estandarizando por
triplicado durante cinco dias utilizando ftalato acido de potasio como patron primario, los
recipientes contenedores fueron almacenados bajo diferentes condiciones ambientales;
temperatura controlada y temperatura ambiente. Se determind la normalidad de la solucion
durante los 5 dias de analisis de manera que se garantice que esta se mantiene inalterada y

bajo control estadistico.

a. Gréficos y tablas a reportar.
e Grafica de control del porcentaje de recobro vs los dias.
e El porcentaje de recobro.
b. Criterios de aceptacion.
e Grafica de control: debe de demostrar que la solucion seré estable durante el
tiempo en el cual el proceso se mantenga bajo control estadistico.

e El porcentaje de recobro debe de estar dentro del rango de 98 a 102 %

V. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS.

Las respuestas obtenidas en volumen (mL) fueron expresadas en indice de Hidroxilo para

luego estimar el peso molecular promedio.

56.1(B—M)

El modelo MatematicoValor de Hidroxilo = para calcular el indice de Hidroxilo:
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Donde:

56.1: Peso equivalente del KOH

B - M: Es la diferencia entre los volimenes del hidroxido de sodio al 1,0 N consumido

por el blanco y por la muestra.

W: Peso de la muestra

5.1 Exactitud del Método

En la siguiente tabla se muestran los resultados obtenidos del indice de Hidroxilo y peso

molecular promedio para evaluar la exactitud del método a través del porcentaje recuperado

(%R).

Tabla 7 indices de hidroxilos estandar y muestra.

Medidas Blanco

1 52,1
2 47,2
3 48,3
4 49,5
5 50,8
6 50,7
7 50

8 44 5
9 445
10 52,1
11 49,2
12 50,8
MUESTRA
Medidas  Blanco
1 49,3
2 49,1
3 50,5

mL
NaOH
gastado

45,5
40

41,2
42

434
43,5
42,6
37,3
37,4
44,6
41,9
434

mL
NaOH
gastado

41,8
41,5
43,5

ESTANDAR

# de volumen entre

el

blanco vy

valorante
Volumen

# de volumen entre

el

6,6
7,2
7,1
7,5
7,4
7,2
7,4
7,2
7,1
7,5
7,3
7,4

blanco vy

valorante
Volumen

7,5
7,6
7

el

el

Indice de
OH

30,9
33,7
33,2
35,1
34,6
33,7
34,6
33,7
33,2
351
34,1
34,6

indice de
OH

351
35,5
32,7

Peso
Molecular

3505,27
3213,16
3258,42
3084,63
3126,32
3213,16
3126,32
3213,16
3258,42
3084,63
3169,15
3126,32

Peso
Molecular

3084,63
3044,05
3304,97
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4 52,1 44.8 ies 34,1 3169,15
5 51,9 44,3 7,6 35,5 3044,05
6 50,9 43,9 7 32,7 3304,97
7 48,9 42 6,9 32,3 3352,86
8 48,9 41,9 7 32,7 3304,97
9 49,1 41,7 7,4 34,6 3126,32
10 48,8 41,8 7 32,7 3304,97
11 50,7 43,7 7 32,7 3304,97
12 51,2 44,5 6,7 31,3 3452,95

Tabla 8 Porcentaje de recobro (%R) obtenidos en el
estudio de exactitud

Lecturas Muestra = Estandar
Promedio del 33,50 33,9
indice de OH

S 1,40 1,15
CV (%) 4,17 341
%R medio 99,0

Como se muestra en la Tabla N°8 el porcentaje de recobro calculado es del 99,0%, el cual,
cumple con el rango establecido del 98-102% para este pardmetro, por lo que se puede decir

que existe una buena exactitud.

Para confirmar lo antes expresado, se aplicd una prueba de t Student a través de la siguiente
ecuacion:

|100 — %R| * vn
teal = cv

Donde:
%R Es el porcentaje de recobro medio.

Las hipdtesis planteadas en este caso fueron:

Ho: el porcentaje de recobro medio no es diferente estadisticamente de 100, por lo que la
exactitud del método es correcta.
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Ha: el porcentaje de recobro medio es diferente estadisticamente de 100, por lo que la
exactitud del método no es correcta.
El estadistico tabulado a un nivel de significacion de 0,05 y n-1 grados de libertad, concluye

que:
Si tcal < ttab (0.05; n-1) Se acepta Ho

Si tcal > ttab (0.05; n-1) Se acepta Hi

Tabla 9 Resultados de la prueba t.

Calculo de estadistico t

Media de %R = 99,0
CV (%) = 4,17
n= 12
texp = 0,86
t (0.05; 12-1) = 2,201

En la Tabla N°9 se observa que el estadistico calculado es menor que el estadistico tabulado
(0,86 < 2,201), se acepta la hipétesis nula Ho, indicando que el porcentaje de recobro medio
no es diferente estadisticamente de 100, por lo que se concluye que la exactitud del método

es correcta.

5.2 Precision
5.2.1 Repetibilidad del sistema instrumental.

Los datos obtenidos fueron analizados mediante pruebas estadisticas para comprobar la

repetibilidad del sistema instrumental en las mismas condiciones operativas.

En la Tabla N°10, se muestran los volimenes de Hidroxido de sodio gastados en la
valoracion de polietilenglicol 3350, asi mismo el calculo del indice de hidroxilo y el peso
molecular medio. Para determinar la repetibilidad de los datos obtenidos se calculo el CV de

los resultados en el indice de hidroxilos.
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Tabla 10 Volumenes de Hidrédxido de Sodio gastado en la titulacion del estandar, indice de
Hidroxilo y estimacion del peso molecular medio de polietilenglicol 3350.

MEDIDAS BLANCO NaOH + de volumen entre el Indice de Peso

blanco y el valorante OH Molecular

Volumen
1 52,1 45,5 6,6 30,85 3505,27
2 47,2 40 7,2 33,66 3213,16
3 48,3 41,2 7,1 33,19 3258,42
4 49,5 42 7,5 35,06 3084,63
5 50,7 43,5 7,2 33,66 3213,16
6 50 42,6 7,4 34,59 3126,32
7 44,5 37,3 7,2 33,66 3213,16
8 44,5 37,4 7,1 33,19 3258,42
9 52,1 44,6 75 35,06 3084,63
10 49,2 41,9 7,3 34,12 3169,15
PROMEDIO 33,70 3212,63
DESVEST 1,216 121,077
Ccv 3,6 % 3,77 %

El % CV obtenido fue 3,6 %, cumpliendo el criterio de aceptacion menor del 3,88 % lo que
indican que la variabilidad de los resultados presentan buena repetibilidad y precision,
habiendo concordancia en los resultados efectuados por el mismo analista, el mismo equipo,

los mismos reactivos, en el mismo laboratorio y en un solo dia.

5.2.2 Repetibilidad del método

Los datos obtenidos fueron analizados mediante pruebas estadisticas para comprobar la

repetibilidad del método en las mismas condiciones operativas.

En la Tabla N°11, se muestran los volimenes de Hidroxido de sodio gastados en la
valoracion de polietilenglicol 3350 de la muestra, asi mismo el calculo del indice de hidroxilo
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y el peso molecular promedio. Para determinar la repetibilidad de los datos obtenidos se
calculd el CV de los datos.

Tabla 11 Volumenes de Hidréxido de Sodio gastado en la titulacion de la muestra, indice
de Hidroxilo y estimacion del peso molecular medio de polietilenglicol 3350.

MEDIDAS BLANCO NaOH  # de volumen entre el blanco Indice de Peso

y el valorante Volumen OH Molecular
1 49,3 41,8 7,5 35,06 3084,64
2 49,1 41,5 7,6 35,53 3044,05
3 50,5 43,5 7 32,72 3304,97
4 49,1 41,7 7,4 34,59 3126,32
5 48,8 41,8 7 32,72 3304,97
6 50,9 43,9 7 32,72 3304,97
7 48,9 42 6,9 32,25 3352,86
8 48,9 41,9 7 32,72 3304,97
9 48,2 41,5 6,7 31,32 3452,95
10 49,1 41,7 7,4 34,59 3126,32
PROMEDIO 33,42 3240,7

S 1,4 134,7

CV (%) 4,2 % 4,2 %

El % CV obtenido fue 4,2%, cumpliendo el criterio de aceptacion menor del 5,48 % lo que
indican que el método es capaz de generar datos precisos y repetibles, por el mismo analista,
el mismo equipo, los mismos reactivos, en el mismo laboratorio y en un solo dia.

5.2.3 Precision intermedia del sistema Instrumental.

Para el estudio de la precision intermedia del sistema, se aplicé el test de Bartlett y luego un
ANOVA de dos factores para determinar si los resultados de las medias y varianzas entre los

dias y analistas son homogéneos:

Para la evaluacion de la precision intermedia del sistema, primero se aplico el test de Bartlett
para determinar si las varianzas son homogéneas, tomando como criterio para la aplicacion
de esta prueba la normalidad de los resultados y la independencia de las variables. Las
hipotesis planteadas son las siguientes:

Ho: Las varianzas del conjunto de resultados son iguales u homogeéneas.

Ha: Las varianzas del conjunto de resultados son diferentes o heterogéneas.

Los criterios de aceptacién y rechazo planteados son:
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Si x%0< %?(005,2), Se acepta Ho
Si 3% > 2 (0.05, 2), Se acepta Hi

Tabla 12 Volumenes de Hidroxido de Sodio gastado en la titulacion del estandar durante
los tres dias consecutivos, indice de Hidroxilo y peso molecular medio de polietilenglicol
3350.

ANALISTAL
Dias Blanco NaOH # de volumen entre el indice de OH Peso
blanco y el valorante Molecular
Volumen
1 47,2 40 7,2 33,7 3213,16
48,3 41,2 7,1 33,2 3258,42
48,2 41,2 7 31,8 3505,27
2 49,5 42,0 7,5 35,1 3084,63
50,8 43,4 7,4 34,6 3126,32
50,7 43,5 7,2 33,7 3213,16
3 50 42,6 74 34,6 3126,32
44,5 37,3 7,2 33,7 3213,16
44,4 37,5 6,9 32,3 3352,86
ANALISTA2
Dias | BLANCO @ NaOH # de volumen entre el Indice de OH Peso
blanco y el valorante Molecular
Volumen
1 50 42,6 7,4 34,60 3126,32
44,5 37,3 7,2 33,66 3213,16
44,4 37,5 6,9 32,26 3352,86
2 44,5 37,4 7,1 33,19 3258,42
52,1 44,6 7,5 35,06 3084,63
49,2 419 7,3 34,13 3169,15
3 47,2 40 7,2 33,66 3213,16
48,3 41,2 7,1 33,19 3258,42
48,3 41,5 6,8 31,79 3505,27
Test de Bartlett
Tabla 14 Datos Test de Bartlett
Analista Dia 1 Dia 2 Dia 3 Tabla 13 Test de Bartlett para determinar
i 33,7000 351000 34,6000 Homogeneidad de Varianzas.

33,2000 34,6000 = 33,7000 = 104
32,7000 34,7000 32,3000 |
34,6000 33,2000 33,7000 SZeon = 7,46E-01
33,7000 35,1000 33,2000 2, = 027
32,3000 = 34,1000 = 31,8000 * |

NNDN PR -

Y% (005,5) = 5,99



Media =

33,37 34,47
0,82 0,72
6,71E0  523E0

33,22
1,02
1,05+

Tabla 15 Test Andlisis de varianza (ANOVA) de dos factores con una sola muestra por

grupo.

RESUMEN
1
2

Dia 1
Dia 2
Dia 3

Origen de las

variaciones

Filas (Analistas)
Columnas (Dias)

Error
Total
Total

Cuenta
3
3

2

2

2

Suma de
cuadrados
0,155740741
1,863333333
0,322592593
2,341666667
5,089

Suma
101,5333333
100,5666667

66,73333333
68,93333333
66,43333333

Grados de
libertad

Promedio
33,84444444
33,52222222

33,36666667
34,46666667
33,21666667
Promedio de
los cuadrados
0,155740741
0,931666667
0,161296296

Varianza
0,71259259
0,38037037

0,05555556

0,22222222

0,20055556
F cal

0,96555683
5,7761194

Probabilidad = Valor critico

para F
0,429394708 = 18,51282051
0,147577093 19

En la Tabla N°15 se observa que el estadistico de Bartlett tabulado (5.99) es mayor que el
estadistico calculado (0,27), por lo cual se puede aceptar la hipotesis Ho, es decir, no existe
significacion estadistica al nivel de confianza establecido y se concluye que las varianzas de

los datos de la precision intermedia del sistema son homogéneas.

Tabla 16 Test de Analisis de varianza de dos factores sola muestra por grupo para
determinar Homogeneidad de Varianzas del sistema.

n= 6
Media total= 33,68
SNeta = 1,293E-01
Sk = 2,9E-01
Sr= 5,4E-01
CV (%)= 1,6
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Se aplic6 ANOVA de dos factores para determinar si las medias de los resultados entre los
dias y analistas son iguales.
Las hipdtesis nulas y alternas planteadas para este caso fueron:
Ho: Las medias de los datos son iguales.
Ha: Las medias de los datos son diferentes.
Los criterios de aceptacion y rechazo planteados son:
Si Feal < F (0.05; 3; 10), Se acepta Ho

Si Feal > F (0.05; 3; 10), Se acepta Ho

Como se muestra en la Tabla N°15 el F calculado entre filas es decir entre analistas, es menor
que el F tabulado (0,96555683 < 18.5128), se acepta la Ho puesto que no existe significacion
estadistica al nivel de confianza establecido y se concluye que las medias de los resultados
entre los analistas son iguales. El F calculado entre columnas es decir dentro de los dias es
menor que el F tabulado (5,7761194 < 19.0), por lo tanto, no acepta la Ho pudiendo existir
una significancia en al menos uno de los dias y se concluye que las medias de los resultados

entre los dias no son iguales.

Para verificar la Hipdtesis antes planteadas se calculé el Coeficiente de Variacion Global a
partir de los Coeficientes de Variacion de cada analista y de cada dia. Obteniendo un
Coeficientes de Variacion global de la Precision Intermedia (%CV) de 1,6%. Es necesario
indicar que se aceptan valores menores del 3%, por tanto, se concluye que no existe diferencia
entre los analistas ni dentro los dias, siendo las varianzas Homogéneas.

5.2.4 Precision intermedia del método

La realizacion del estudio de la precision intermedia del método se llevo a cabo por tres dias
consecutivos, con dos analistas diferentes (cada uno 3 soluciones) y en las mismas
condiciones ambientales e instrumentales. Se tomaron los volimenes de las soluciones y

luego se procedio a tabular los resultados.
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Tabla 17 Volimenes de Hidroxido de Sodio gastado en la titulacion de la muestra durante
los tres dias consecutivos, indice de Hidroxilo y estimacion del peso molecular medio de
polietilenglicol 3350.

ANALISTA1
DIAS BLANCO NaOH # de volumen entre el Indice Peso
mL mL blanco y el valorante de Molecular
Volumen OH
1 50,8 43,8 7 32,7 3505,27
50,7 43,7 7 32,7 3304,96
51,2 445 6,7 31,3 3452,95
2 49,5 42 7,5 35,1 3084,63
50,8 43,4 7,4 34,6 3126,32
50,7 43,5 7,2 33,7 3213,16
3 48,2 41,5 6,7 31,3 3452,95
49,1 41,7 7,4 34,6 3126,32
48,8 41,8 7 32,7 3304,97
ANALISTA2
DIAS | BLANCO NaOH # de volumen entre el Indice Peso
mL mL blanco y el valorante de Molecular
Volumen OH
1 48,8 41,8 7 32,7 3304,97
49,3 42,4 6,9 32,3 3559,19
50,4 43,5 6,9 32,3 3505,27
2 48,2 41,5 6,7 31,3 3452,95
49,1 41,7 7.4 34,6 3126,32
48,8 41,8 7 32,7 3304,97
3 50,2 42,8 74 34,6 3505,27
48,3 41,2 7,1 33,2 3258,42
48,1 414 6,7 31,3 3505,27
Test de Bartlett
Tabla 19 Datos Test de Bartlett. Tabla 18 Test de Bartlett para
- determinar Homogeneidad de
N = 18 i
Varianzas.
h= 3
(N-h)= 15 C= 1,23
h-1= 2 S%enj=  8,05E-04
n-1= 5 —
np-1= 5 Xo= 2,66
n3-1= S %2 (0.05,2) = 5,99
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Para el estudio de la precision intermedia del método, se aplicO el test de Bartlett para
determinar si las varianzas son homogeéneas, tomando como criterio para la aplicacion de esta
prueba la normalidad de los resultados y la independencia de las variables. Las hipotesis
planteadas son las siguientes:

Ho: Las varianzas del conjunto de resultados son iguales u homogéneas.

Ha: Las varianzas del conjunto de resultados son diferentes o heterogéneas.

Los criterios de aceptacion y rechazo planteados son:

Si %0 < %% (005, 2), Se acepta Ho
Si %0 > %2 (0,05, 2), Se acepta H1

los resultados del test de Bartlett de la Tabla 18 indican que no existe significacion estadistica
a nivel de confianza establecido ya que el estadistico tabulado (5.99) es mayor que el
estadistico calculado (2,66), por lo cual, se acepta la hip6tesis nula (Ho) y se concluye que

las varianzas de los datos de la precision intermedia son homogéneas.

Se aplic6 ANOVA de dos factores para determinar si las medias de los resultados entre los
dias y analistas son iguales.
Las hipétesis nula y alterna planteadas para este caso fueron:
Ho: Las medias de los datos son iguales.
Ha: Las medias de los datos son diferentes.
Los criterios de aceptacion y rechazo planteados son:
Si Feal < F (0.05; 3; 10), S€ acepta Ho

Si Fcal > F (0.05; 3; 10), S€ acepta Ho

Como se muestra en la Tabla N°20 el F calculado entre filas, es decir entre analistas, es
menor que el F tabulado (3,20< 18,51), por lo cual se aceptar la Ho ya que no existe
significacion estadistica al nivel de confianza establecido y se concluye que las medias de los
resultados entre los analistas son iguales. Por otro lado, el F calculado dentro de los dias es
mayor que el F tabulado (21,7 > 19.0), por lo que se acepta la Ho y se concluye que las medias

de los resultados entre los dias son iguales.
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Tabla 20 Test de Analisis de varianza de dos factores sola muestra por grupo para
determinar Homogeneidad de Varianzas del método.

RESUMEN
1
2

Dia 1
Dia 2
Dia 3

Cuenta
3
3

N

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de
variaciones

Filas (Analista)

Columnas
(Dias)
Error

Total

Total

n =

Media total=
SZNeta =

Sk =

Sk =
%CVR=

las Suma de

cuadrados
0,125185185
1,694444444

0,078148148

1,897777778
5,089
6

33,40
1,203E-01

1,6E-01
4,0E-01
1,2

Suma
100,6333333
99,76666667

65,3
67,46666667
67,63333333

Grados de
libertad

1

2

2

5
9

Promedio
33,54444444
33,25555556

32,65
33,73333333
33,81666667

Promedio de
los cuadrados
0,125185185
0,847222222

0,039074074

Varianza
0,35148148
0,53481481

0,09388889
0,10888889
0,00055556

F Probabilidad

3,20379147 ' 0,215356868
21,6824645 0,04408692

Valor critico
para F
18,51282051
19

Para verificar la Hipdtesis antes planteadas se calculé el Coeficiente de Variacion Global a

partir de los Coeficientes de Variacion de cada analista y de cada dia. Obteniendo un

Coeficientes de Variacion global de la Precision Intermedia (%CV) de 1,2%. Es necesario

indicar que se aceptan valores menores del 3%. Por tanto, concluimos que la variabilidad de

los resultados es buena y la precision intermedia del método es excelente.
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5.3 Robustez

La robustez se verifico6 mediante el analisis factorial 2%: en donde se establece como

factores de variacion:

Tabla 21 Factores, margen de variacion y signos empleados en el disefio factorial
completo.

Valores Factor 1 (A) Factor 2 (B) Factor 3 (C)
Tiempo Reposo de anhidro Cantidad de Temperatura de
Ftélico en piridina muestra pesada  Calentamiento

+ 16 (h) 12 ¢ 80°C

- 36 (h) 20g 96 °C

Tabla 22 Matriz de Disefo Factorial.

A B C AB AC BC ABC
- - - + + + =
+ - - - - + +
- + - - + - +
+ + - + - - -
- - + + - - +
+ - + - + - -
= + + - - + -
+ + + + + + +

Una vez definidos los factores, los margenes de variacion y los signos de los margenes, se

establecio una matriz del disefio factorial para calcular la influencia de cada factor, asi como

de sus interacciones, en el experimento se emplearon las siguientes ecuaciones:

1

Influencia de factor A = 1 [-Ry + R, —R; + R, — Rs + Rg — R; + Rg]
. 1

Influencia de factor B = I [-R; — R, + R3 + R, — Rs — Rg + R, + Rg]
. 1

Influencia de factor C = i [-Ry — R, —R3 — R, + Rs + Rg + R; + Rg]
. 1

Influencia de factor AB = 2 [+Ry — R, —R3; + R, + R; — Rg — R; + Rg]
, 1

Influencia de factor AC = 2 [+R, — R, + R; — R, — Rs + Ry — R; + Rg]
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[+R; + R, —R3 — R, — Rs — Rg + R; + Rg]

AN

Influencia de factor BC =

Influencia de factor ABC = —[—R; + R, + R3; — R, + R — Rg — R; + Rg]

1
4
Donde: R es la respuesta de la lectura del experimento, que en este caso son los volimenes

gastado en la valoracion, para luego el calculo de indice de hidroxilo y ser expresados en

peso molecular medio.

En el caso de las interacciones, estas se calcularon mediante las siguientes ecuaciones:

Para el caso del experimento 1:

g A + By
Interaccion ABgyperimento1 = >
y A+ C
Interaccion ACgxperimento1 = 2
g B, +(C;
Interaccion BCgyxperimento1 = )
5 A+ B, +(C
Interaccion ABCgxperimento1 = - 3

Operando de la misma forma en los restantes experimentos, hasta el 8.

Una vez definida la matriz y la forma de calculo de las influencias de las interacciones se
procedio a realizar los experimentos y calcular la influencia de cada uno de los factores y sus

interacciones, obteniendo los siguientes resultados expresados en peso molecular:

Tabla 23 Datos de los volumenes del valorante Hidroxido de sodio de los experimentos del
disefio factorial completo, utilizando el peso molecular medio.

Experimentos = Tiempo de cantidad temperatura  Interacciones
reposo Anhidro = de de AB AC BC

ftalico muestra | calentamiento
1 4188 3352,8 3304 3770,4 3746,0 33284
2 3352,8 3304,9 3126 3328,9 32394 32155
3 3126,3 3304,7 3505 32155 3315,7 3404,9
4 3304,8 3352 3413 3328,4 3358,9 33825
5 3740 3213,2 3308,5 3476,6 3524,3 3260,9
6 3126,5 3084,6 3404 3105,6 32653 3244,3
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3261,2
3312,0
3356,6
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7 3984 3258,4 3331,6 3621,2 3657,8 3295,0
8 3345 3281,5 3308 3313,3 3326,5 3294,8
Influencia -477,3000 60,2750  1,0250 1544  -317 -39,7

Una vez determinadas las influencias de los factores y sus interacciones, se calcularon las
desviaciones estandar de los factores y el promedio de las influencias, los cuales se muestran
en la Tabla N°24.

Tabla 24 Resultados de la influencia de los factores y sus interacciones.

Promedio Influencias 155,402227
Desviacion estandar 156,352265
2S 312,704529

Se ha establecido que los factores cantidad de muestra y temperatura de calentamiento y sus
interacciones no tienen influencia en el andlisis, siempre y cuando su valor sea menor que
dos veces la desviacion estandar de los factores (Influencia < 2S), sin embargo, el tiempo de
reposo de la solucion anhidro ftalico en piridina demuestra una significancia en la robustez,
a como se puede apreciar en el grafico, por lo que se considera cumplir con lo establecido
por el método dejar reposar durante 36 horas.

Gréfico 1 Influencia de los factores y sus interacciones en la robustez del
método.
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Graéfico 1Influencia de los factores y sus interacciones en la robustez
del método.
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5.4 Estabilidad de la Solucion Patrén

Para realizar el estudio de la estabilidad de la solucion primeramente se verificé la calidad de
la solucion de NaOH 1.0 N, con una solucion de biftalato acido de potasio como patron
primario y una solucién de fenolftaleina SR como indicador.

Se procedio a estandarizar la solucion por triplicado obteniéndose los siguientes resultados:

Tabla 25 Resultados de la estandarizacion de las soluciones de NaOH.

Patrén (99,99%) Cantidad Volumen Normalidad verdadera
pesada (g) gastado (mL) (N)

Biftalato &cido de potasio 2,0146 10,1 0,9751

Biftalato acido de potasio 2,0240 10,2 0,9786

Biftalato &cido de potasio 2,0025 10,1 0,9811

Para determinar el porcentaje de Hidroxido de sodio encontrado en la solucién preparada se
utilizo la siguiente ecuacion:

(P MkHcgH,04) * Lnaon gastado) (FWyaon * Pnaon)

El porcentaje de pureza promedio encontrado de Hidroxido de sodio fue de 99,4%, resultado
que cumple con las especificaciones del fabricante (98.0% — 102.0%), estableciendo que la
pureza debe ser mayor o igual al 98,2% por tanto, esta indicado para su uso.

Una vez verificada su calidad, se procedié a estudiar la estabilidad de la solucion de
Hidroxido de sodio preparada al 1.0 N para ello se estandarizé la solucion por triplicado
durante 5 dias consecutivos.

Tabla 26 Porcentaje de recobro de NaOH durante cinco dias.

Dias % Recobro Promedio = Rango
1 99,3 99,3 988 99,1 0,5
2 998 995 995 99,6 0,3
3 995 99,3 993 99,4 0,2
4 995 989 99,7 99,4 0,8
5 99,2 99,7 995 99,5 0,5
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Promedio 99,4

S

2S
LSC
LC
LIC

Grafico 2 Estabilidad de la solucion valorante de NaOH 1N durante los cinco dias.

Grafico de
control
0,2302173

0,4604346
99,9
99,4
98,9

% Recuperado
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/ c
----LCl

—O— %R durante 5 dias

Se cred un grafico de control con los datos de normalidad estos expresados en porcentaje

recuperado. La solucion de NaOH 1.0 N es estable durante el tiempo estudiado, debido a que

durante este periodo el porcentaje recuperado se mantuvo dentro del rango establecido (98-

102%), con un porcentaje recuperado promedio de 99,4%, cumpliendo éste con el criterio de

aceptacion.
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VI. Conclusion.

Se valido la metodologia analitica para la determinacion del indice de hidroxilo y peso
molecular promedio de polietilenglicol 3350 en polvo para solucion oral, por volumetria
acido-base. Los resultados obtenidos demostraron estadisticamente que se cumple con los
parametros de validacion descritos en los libros normalizados, garantizando que los
resultados obtenidos son exactos, precisos y confiables dentro de las condiciones de trabajo
descritas en este documento, por lo cual, la metodologia analitica es apta para ser utilizada
en los ensayos de rutina para la valoracion de polietilenglicol 3350 en polvo para solucién

oral.
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VII.

Recomendaciones.

Tomar precauciones en el tiempo de reposo de la solucion de anhidrido ftalico en
piridina, ya que la variacion en el tiempo de reposo puede alterar los resultados.

Garantizar la calibracion de los equipos de medicion utilizados en el ensayo con el
objetivo de garantizar la fiabilidad de las mediciones.

Aplicar la técnica analitica validada con productos de otros laboratorios para verificar
el desemperfio del método.

Realizar ensayos de aptitud para comparar nuestros resultados con los de otro
laboratorio y asegurar la calidad del ensayo validado.

52



VIII. Bibliografia

1.
2.

10.
11.

12.
13.

14.

15.
16.

17.

18.

Manual de Exipientes Farmacéuticos (2009). Londres: Pharmaceutical Press. (6 ed.)

RTCA 11.03.39:06 Reglamento Técnico Centroamericano (2011). Productos
farmacéuticos. Validacion de Métodos Analiticos para la Evaluacion de la Calidad de
los Medicamentos.

Guia Técnica de validacion de métodos y determinacion de la incertidumbre de la
medicidn. (25 de junio de 2014). Obtenido de Aspectos generales sobre la
validacion de métodos: http://www.ispch.cl/content/guia-tecnica-de-validacion-de-
metodos-y-determinacion-de-la-incertidumbre-de-la-medicion.

Ley 292 (1998). Ley de Medicamentos y Farmacia.

Asociacion Espariola de Farmacéuticos de Espafia de la Industria. (2001). Validacion
de Métodos Analiticos. Barcelona.

Ayres.G.H. (1970). Anélisis Quimico Cuantitativo (2 ed.). Mexico: Harla S.A.

British Pharmacopeia Commission. (2013). British Pharmacopoeia (Vols. LII).
London: TSO.

British Pharmacopoeia. (2013). Sustancias Medicinales y Farmaceuticas (Vols. I,11).
United Kingdom.

Chacon, J. (1999). Curso tedrico practico en aspectos del control de calidad interno
del Laboratorio de analisis CIRA/UNAN. Managua.

Douglas A. Skoog, D. M. (2001). Quimica Analitica (4 ed.). Barcelona.
Harris, D. (2001). Analisis Quimico Cuantitativo (2 ed.). Mexico: Reverté, S.A.

kenneth, C. A. (1981). Curso de Andlisis Farmacéutico. Espafa: Reverte S.A.
Lantorno, G. (10 de Diciembre de 2016). Lauxave Balance. Obtenido de
Polietilenglicol 3350:
https://issuu.com/p3design/docs/02_monografia_laxuave_balance

Razmilic, B. (20 de Abril de 2014). Control de calidad de insumos y dietas acuicolas.
Obtenido de http://www.fao.org/docrep/field/003/ab482s/ab482s04.htm.

Sanchez Morlan, B. F. (s.f.). Metodos Volumétricos de Analisis Farmaceutico | y I1.

Skoog Douglas A., W. D. (2008). Fundamentos de Quimica Analitica (8 ed.).
Mexico: Thomson Learning.

United States Pharmacopeial Convention. (2005). Farmacopea de los Estados Unidos
de América (Vol. USP 30 NF25). Washington, D.C.: United States Pharmacopeia.

United States Pharmacopeial Convention. (2013). Pharmacopoeia National
Formulary (Vol. I). Pharmacopoeia National Formulary.

53



IX. Anexos.
o
v 0.50 0.20 0.10 0.05 0.02 0.01 0.002 J 0.001
1 1.000 3.078 8.314 12,706 31.821 63656 | 318.280 | 636578
2 0816 1.886 2,920 4,303 6.965 9.925 22.328 31,600
3 0.765 1.638 2.353 3.182 4.541 5.841 10.214 12.0924
4 0.741 1.533 2132 2.776 3747 4.604 7173 8.610
5 0.727 1.476 2.015 2.571 3.365 4032 5894 6.869
6 0.718 1.440 1.9l43 2 447 3,143 3707 5.208 5,959
7 0.711 1.415 1.895 2.365 2.998 3.499 4785 5408
8 0.706 1.397 1.860 2.306 2,896 3,355 4.501 5.041
9 0.703 1.383 1,833 2.262 2.821 3,250 4.207 4.781
10 0.700 1372 1.812 2.228 2.764 3189 4.144 4.587
11 0.697 1.363 1.796 2.201 2.718 3.106 4.025 4.437
12 0.695 1.356 1.782 2.179 2,681 3.055 3.930 4.318
13 0.694 1.350 1.771 2160 2.650 3.012 3.852 4.221
14 0.602 1.345 1.761 2.145 2624 2,977 3.787 4.140
15 0.691 1.341 1.753 2431 2.602 2 947 3733 4.073
16 0690 1.337 1.746 2120 2,583 2.921 3.686 4,015
17 0.689 1333 1.740 2110 | 2567 2,898 3646 3.968
18 0.688 1.330 1.734 2.101 2552 2.878 3610 3.922
19 0.688 1.328 1.729 2.003 2,539 2.861 3.579 3,863
20 0.687 1.325 1725 2.086 2.528 2.845 3.552 3.850
21 0.686 1.323 1.721 2.080 2518 2.831 3.527 3.819
22 0.686 1.321 1.717 2.074 2.508 2.819 3.505 3.792
23 0.685 1,318 1.714 2.069 2.500 2.807 3.485 3.'!'58
24 0.685 1.318 1.711 2.064 2492 2.797 3.467 3.745
25 0.684 1.316 1.708 2.060 2.485 2787 3.450 3.725
26 0.684 1315 | 1706 2056 2.479 2.779 3.435 3.707
27 0.684 1.314 1.703 2.052 2473 2771 3.421 3689
28 0683 | 1313 1.701 2.048 2.467 2.763 3.408 3.674
29 0.683 1311 1,609 2.045 2462 2.756 3.396 3.660
30 0.683 1.310 1.667 2042 2.457 2.750 3.385 3.646
40 . 0.681 1.303 1.684 2,021 2.423 2.704 3.307 3551
50 0.679 1.299 1.676 2.008 2.403 2,678 3.261 3496
60 0679 1.296 1.671 2,000 2,390 2.660 3232 3.460
70 0.678 1.204 1.667 1.994 2.381 2.648 3.211 3435
80 0.678 1.292 1.664 1.990 2.374 2.639 3.185 3.416
90 0.677 1.201 1662 1987 '« | 2368 2632 3.183 3.402
100 0.677 1.200 1,660 1.984 2.364 2,626 3.174 3,390
o 0.675 1.282 1,645 1.960 2.326 2576 3.090 3.200

Figura 8 Distribucion t de Student. Areas de cola bilateral en funcion de los grados de libertad de la distribucion.
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[ Nivel de significacian
v 0895 | 099 | 0975 | 035 | 09 | 075 | 0z5 | o7 005 | 0025 | 0.01 | 0.005
1 000 | 000 | 000 | 000 | 002 | 010 | 132 | 277 384 | 502 | 663 | 7.88
2 001 | 002 | 005 | 010 | 021 | 058 | 277 | 467 599 | 73 | 921 | 1060
3 007 | 011 | 022 | 035 | 058 | 121 | a11 | 625 | 789 935 | 11.34 | 12.84
4 0.21 030 | 048 | o071 106 | 192 | 539 | 778 | 949 | 1114 | 1328 | 14.88
| 5 041 | 055 | 083 | 115 | 161 | 267 | 663 | 524 | 3 1.07 | 1283 | 1500 | 16.75
6 068 | 087 1.24 164 | 220 | 345 | 784 | 1064 | 1250 | 1445 | 16.81 | 1855
7 099 | 124 | 169 | 217 | 283 | 425 | o04 | 1202 14,07 | 16.01 | 1848 | 20.28
8 134 | 165 | 218 | 273 | 349 | s07 | 1022 | 1336 | 1551 17.53 | 20.08 | 21.85
g 173 | 209 | 270 | 333 | 417 | 590 | 1139 | 1468 | 1692 12.02 | 2167 | 2358
10 216 | 256 | 325 | 394 | 487 | 674 | 1255 | 1599 | 1831 | 2048 2321 | 25.19
11 260 | 305 | 382 | 457 | 558 | 758 | 1370 | 1728 1968 | 2192 | 2473 | 26.76
12 307 | 357 | 440 | 523 | 630 | 844 | 1485 | 1855 | 21.03 | 2324 26.22 | 20.30
3 357 | 411 | 501 | 589 | 7.04 | 930 | 1598 | 1981 | 2236 | 2473 2769 | 20.82
14 407 | 466 | 563 | 657 | 779 | 1017 | 1712 | 21.06 | 2368 | 2612 2914 | 31.32
15 460 | 523 | 626 | 7.26 | B55 | 11.04 | 1825 | 2231 | 2500 | 2749 30,58 | 32.80
16 514 | 581 | 691-| 7.96 | 931 | 1191 | 1937 | 23.84 | 26.30 | 2885 | 3200 | 34.27
17 570 | 641 | 756 | 867 | 1008 | 1278 | 2049 | 2477 | 2759 3019 | 3341 | 3572
18 26 | 7.01 | 823 | 939 | 1086 | 1368 | 2160 | 2500 | 28.87 | 3153 34.81 | 3716
19 684 | 763 | 891 | 1012 | 1165 | 1456 | 2272 | 27.20 | 30.14 3285 | 3619 | 3858
20 743 | 8.26 | 958 | 1085 | 1244 | 1545 | 2383 | 28.41 | 3141 | 3817 a7.57 | 40.00
21 803 | 880 | 10.28 | 11.50 | 1324 | 16.34 | 24.93 | 2062 | 3267 | 3548 3883 | 41.40
22 864 | 954 | 1098 | 1234 | 1404 | 17.24 | 2604 | 3081 33.92 | 36.78 | 40.29 | 42.80
23 9.26 | 1020 | 1169 | 13.00 | 14.85 | 18.44 | 27.14 | 3201 | 3517 38.08 | 41.64 | 44.18
24 9.89 | 10.86 | 1240 | 13.85 | 1566 | 19.04 | 2824 | 33.20 | 3642 | 39.95 4298 | 4558
|25 1052 | 1152 | 1312 | 14.61 | 1647 | 1994 | 2934 | 34.38 | 37.65 | 4065 431 | 4693
26 1116 | 1220 | 13.84 | 1538 | 17.29 | 20.84 | 3043 | 3556 | 38'89 | 4192 | 4564 48.29
27 11.81 | 1288 | 1457 | 1615 | 1811 | 21.75 | 3153 | 36.74 | 40.11 | 43.19 4696 | 4965
28 1246 | 1356 | 1531 | 16.93 | 18.94 | 2266 | 3262 | 37.92 | 41.34 | 4446 | 4828 50.99
29 1392 | 1426 | 16.05 | 17.71 | 19.77 | 2357 | 3371 | 30.00 | 42.55 | 4572 | 4958 52.34
30 13.79 | 14.85 | 16.79 | 1649 | 2060 | 2448 | 34.80 | 4026 | 43.77 | 46.98 | 5089 53.67
40 | 2071 | 2216 | 2443 | 2651 | 20.05 | 3366 | 4562 | 51.81 | 55.76 | 59.34 6369 | 6677
50 | 27.99 | 2971 | 32.36 | 3476 | 37.69 | 4294 | 56.33 | 6317 | 67.50 | 7142 76.15 | 79.49
60 | 35.53 | 3748 | 4048 | 43.19 | 46.46 | 5229 | 66.98 | 74.40 | 79.08 | 8330 88.38 | 91.95
70 ] 43.28 | 4544 | 48.76 | 51.74 | 5533 | 61.70 | 77.58 | 85.53 | 90.63 | 9502 100.43 | 104.21
80 | 8117 | 5354 | 57.15 | 60.39 | 64.28 | 7114 | 88.13 | 96.58 | 101.88 | 106.63 112.33 | 116.32
$0 | 58.20 | 61.75 | 6565 | 69.13 | 73.29 | 80.62 | 98.65 | 107.57 | 113.15 | 118.12 124.12 | 128.30
100 | 67.33 | 70.06'| 74.22 | 77.93 | 82.36 | 90.13 | 109.14 | 118.50 | 124.34 | 129.56 135.81 | 140.17

Figura 9 Distribucion Chi-Cuadrado. Valores que dejan el area de cola unilateral en funcion a los grados de libertad.
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