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Abreviaturas y simbolos.

AEFI Asociacion espafiola de farmacéuticos de la industria.
ANOVA Andlisis de la variancia.

AOAC-1 Association of Official Analytical Chemists.

BP Pharmacopea Britanica

CaCOs  Carbonato de calcio

EDTA  Acido Etilendiaminotetracético

FDA Food and Drug Administration

FI Farmacopea internacional

FT-IR Espectrometria IR con transformada de Fourier.
GC Cromatografia de gases.

HPLC Cromatografia liquida de alta resolucion.

ICH International Conference of Harmonisation.

ISO International organization for standardization
IUPAC International Union of Pure and Applied Chemistry.
LCCM  Laboratorio de control de calidad de medicamento.

Mg*2 Magnesio

MRC Materiales de referencia certificados.
mM Milimol

mg Miligramo

M Molaridad
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mL Mililitro

NET Eriocromo negro T

OMS Organizacién Mundial de la Salud.

pH Potencial de Hidrogeno

RTCA  Reglamento Técnico Centroamericano.
USP United States Pharmacopeia

VIM Vocabulario Internacional de Metrologia

Zn*2 Cinc
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l. INTRODUCCION

En Nicaragua, la fabricacion de medicamentos es regida por el RTCA 11.03.42.07 (productos
farmacéuticos medicamentos de uso humano, buenas précticas de manufactura para la
industria farmacéutica), el cual establece los principios y directrices de las Buenas Practicas
de Manufactura que regulan todos los procedimientos involucrados en la manufactura de

productos farmacéuticos, a fin de asegurar la eficacia, seguridad y calidad de los mismos.

Para asegurar la eficacia, seguridad y calidad de los medicamentos, el laboratorio fabricante,
debe contar entre otros, con una unidad de control de calidad, que tiene dentro de sus
obligaciones: establecer, validar, verificar y aplicar procedimientos de control de calidad.
Para verificar la calidad de un medicamento, la unidad de control de calidad debe tener a su
disposicion la informacién de la metodologia analitica para el anlisis de la materia prima 'y

del producto terminado.

Para asegurar la confiabilidad de estos métodos analiticos, deben someterse a un proceso de
validacion, el cual se basa en establecer evidencia de manera documentada que el proceso a
utilizar, producira resultados que cumplan con las especificaciones y caracteristicas

predeterminadas.

En Nicaragua, para comercializar un medicamento, segun la ley 292 “Ley de Medicamentos
y Farmacia”, se deben cumplir con exigencias legales como es el “Registro de
Medicamentos”. Estas exigencias se establecen en el RTCA 11.03.59:11 (Productos
Farmacéuticos, Medicamentos para uso humano, Requisitos de Registro Sanitario); y como
parte de estos requisitos, se debe presentar un informe de validacion del método analitico
elaborado segun el Reglamento Técnico Centroamericano de Validacion de Métodos
Analiticos para la evaluacion de la calidad de los medicamentos vigentes (RTCA
11.03.39:06).
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El Laboratorio Mauricio Diaz Miiller requiere la Renovacion del Registro Sanitario del
producto Pasta al Agua para su comercializacion, por lo cual, debe de cumplir con las

exigencias legales antes mencionadas.

Para aportar al proceso de renovacion del registro sanitario del producto, procedimos a
efectuar la validacion del método analitico para la cuantificacion de Oxido de Cinc en Pasta
al Agua aplicando la técnica de volumetria directa de formacion de complejos. Este estudio,
se llevd a cabo en las instalaciones del Laboratorio de Control de Calidad de Medicamentos
(LCCM) de la UNAN-LeoNn, evaluando la robustez, idoneidad y pardmetros como
selectividad, linealidad, exactitud y precision. La metodologia validada, fue adaptada del
método de valoracion de Pasta al Agua indicado en la USP 39. Los resultados de este estudio

Se presentan en este documento.

En la biblioteca de la Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua (UNAN-Ledn) no se
encontraron estudios de validacion de métodos de cuantificacion de 6xido de cinc en pasta al
agua; sin embargo, se encontraron los siguientes estudios de validacion de métodos

volumétricos:

e Osejo H., Lopez D., Reyes F.: Universidad Nacional Autonoma de Ledn, Facultad de
Ciencias Quimica, Carrera de Farmacia, Agosto 2014; realizaron un estudio de
“Validacion del método volumétrico para la determinacion de contenido de yodo en
tintura de Yodo al 2% del Laboratorio Mauricio Diaz Miiller.” En este estudio, se
evaluaron diversos parametros de validacion de métodos fisicos-quimicos, los cuales
cumplian con las especificaciones establecidas y se demostré que el método propuesto es

apto para el fin esperado.

e Herdocia M., Herrera T., Huerta A.: Universidad Nacional Autonoma de Ledn, Facultad
de Ciencias Quimica, Carrera de Farmacia, Abril - Noviembre 2017. “Validacion de un

método de cuantificacion de Hidroxido de Magnesio en suspension de Leche Magnesia
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425mg / 5 mL fabricada por el Laboratorio Mauricio Diaz Miiller.” En este estudio, se
evaluaron diversos parametros de validacion como exactitud, precision, selectividad,
linealidad e intervalo los cuales cumplen con los criterios de aceptacion establecidos y
concluyeron que la metodologia propuesta es apta para la cuantificacion de hidréxido de

magnesio en Suspension de Leche Magnesia.

Con los resultados obtenidos en nuestro estudio, evidenciamos que el método validado es
apto para la valoracion de oxido de cinc en Pasta al Agua fabricada por el Laboratorio
Mauricio Diaz Muller, permitiendo de esta manera su implementacion como ensayo de

rutina.
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II.  PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢Es apto el método de valoracion de 6xido de cinc en Pasta al Agua fabricada por el
Laboratorio Mauricio Diaz Miller aplicando la técnica de volumetria directa de formacion

de complejos?
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I11. OBJETIVOS

Objetivo General:
Validar el método de valoracion de oxido de cinc en Pasta al Agua fabricada por el
Laboratorio Mauricio Diaz Miiller, aplicando la técnica de volumetria de formacion de

complejos, Septiembre 2017- Septiembre 2018.

Objetivos Especificos:
1. Verificar la Idoneidad del sistema en la valoracion de 6xido de cinc en Pasta al Agua.

2. Determinar la Robustez del método de valoracién de 6xido de cinc en Pasta al Agua.

3. Evaluar los parametros de desempefio para la categoria I: selectividad, linealidad,
precision y exactitud, establecidos en el RTCA 11.03.39:06.
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IV. MARCO TEORICO

4.1 Generalidades de validacion
Toda validacion comienza a partir de un método ya probado y ajustado. La validacion trata
de demostrar con un nimero minimo de ensayos, que tanto el método de analisis como su

sistema analitico asociado produciran resultados adecuados a las exigencias preestablecidas.t

4.1.1 Definicion
El término validacion ha sido definido en la literatura, de diversas maneras y por nuUmerosos
autores. Aunqgue los términos dados son diferentes, el significado es siempre el mismo:

“gspecificar e implementar, aprobar y documentar resultados de laboratorio”. !

Segun la USP, “la validacién 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”.®

Las Normas de Correcta Fabricacion definen que “la validacion es la obtencion de pruebas
de que cualquier procedimiento, proceso, equipo, material, actividad o sistema, produce en
realidad el resultado previsto”. !

Analiticamente la validacion, es “el establecimiento de la evidencia documental de que un
procedimiento analitico conducird, con un alto grado de seguridad, a la obtencién de
resultados precisos y exactos, dentro de las especificaciones y los atributos de calidad

previamente establecidos”. !

Segun el RTCA (11.03.39:06) es “el procedimiento para establecer pruebas documentales
que demuestren fisicamente que un método analitico tiene las caracteristicas de desempefio
gue son adecuadas para cumplir los requerimientos de las aplicaciones analiticas pretendidas.

Implica la demostracion de la determinacién de las fuentes de variabilidad y del error
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sistematico y al azar de un procedimiento, no sélo dentro de la calibracion sino en el anélisis

de muestras reales”.?

Segtin la OMS se define como “el establecimiento de pruebas documentales que aportan un
alto grado de seguridad de que un proceso planificado se efectuara uniformemente en

conformidad con los resultados previstos especificados”.*

Segun la FDA la validacion de métodos analiticos, “es el proceso por el cual se demuestra

que los procedimientos analiticos son aptos para el uso indicado”.?

La validacién de métodos analiticos es “el proceso de documentar o aprobar que en un

método analitico proporciona datos analiticos aceptables para el uso que se propone”.®

Al realizarse estudios de laboratorio de acuerdo con ISO 5725-1 y 3534-1, “se deben obtener
resultados de prueba, un resultado de una prueba es "el valor de una caracteristica que se
obtiene al llevar a cabo un método de prueba especifico, demostrandose que debe realizarse
una o varias mediciones individuales y que su promedio, u otra funcion apropiada (tal como
la mediana o la desviacion estandar), debe informarse como el resultado de la prueba. Asi
mismo, puede requerir que se apliquen correcciones estandar. Por consiguiente, un resultado
de una prueba puede ser un resultado calculado a partir de diversos valores observados y por

tanto dicho valor debe ser comparado con los criterios de aceptacion”. 22

4.1.2 Tipos de validacion®
¢ Validacion Retrospectiva
Cuando se trata de un método empleado tradicionalmente por el laboratorio que no esté
normalizado, se puede realizar una validacion retrospectiva, es decir, en base a los datos
experimentales que el laboratorio dispone, para la cual se realizara la recopilacion de la
mayor cantidad de datos histéricos disponibles, para luego realizar un proceso de
ordenamiento y seleccion de los datos recopilados, estos datos pueden ser: curvas de

calibracion, resultados de ensayos, cartas de control, ensayos de aptitud, etc. A través de

7
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estos, se deberan determinar los pardmetros de validacién, y evaluar si los resultados

obtenidos para los fines son aceptables.

e Validacion Prospectiva
En caso de ser un método nuevo o uno antiguo del que no se disponga de datos suficientes,
se debe realizar este tipo de validacion generando a través de andlisis de datos

experimentales.

¢ Revalidacion
La revalidacion de un método analitico consiste en repetir de forma total o parcial su
validacion, ya sea debido a modificaciones en el método, equipos, en la muestra a

analizar, etc. para garantizar la obtencion de resultados fiables.

4.1.3 Razones que justifican la validacion de métodos analiticos !
Las razones que justifican la validacién de métodos analiticos son las siguientes:
e Demostrar que los métodos son adecuados a los analisis propuestos en las condiciones
descritas. La validacién es la herramienta que permite obtener las pruebas

documentales al respecto.

e 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 costos.

e Trabajar con métodos validados permite no s6lo el conocimiento del método
analitico: sino también cumplir con las exigencias legales tanto del registro de
especialidades, farmacéuticas como de las Buenas Practicas de Laboratorio, con el

fin de asegurar la calidad y eficacia del producto.

e Lavalidacion es también un paso o requisito previo de los procesos de transferencia

de métodos analiticos.
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4.1.4 Requerimientos iniciales para realizar una validacion *

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 incluso a nivel de excipientes afectaran probablemente al

procedimiento analitico.

e Trabajar suficientemente con el método de analisis como para que nuestro
conocimiento acerca de éste, nos ofrezca garantias de que la validacién puede ser
satisfactoria. Sélo 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 el estudio de robustez para garantizar la
bondad del procedimiento que se quiere validar.

4.1.5 Requisitos para la documentacion de una validacion *
e Protocolo de validacion
Se trata de un documento que ha de recoger el objetivo, la definicion del sistema a validar.
La identificacion de los parametros, el disefio del plan experimental y los criterios de
aceptacion. Debe ser especifico para cada producto y método, debiendo ir firmado y

fechado por las personas responsables de la validacion y aprobacion.

¢ Realizacion de la validacion y evaluacién de resultados analiticos

Todos los datos primarios deben ser perfectamente auditables. Una vez realizada la parte
experimental de la validacion, se evaluaran los resultados obtenidos. Si durante la
ejecucion del protocolo se produce alguna modificacion se afiadira como un anexo al

mismo explicando el cambio introducido respecto al original y la razén que lo justifica.
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e Informe de validacion
Los informes de validacion deberan incluir:
- Referencia al protocolo en el cual se describe el procedimiento para la
determinacion de cada uno de los parametros a evaluar.
- Resultados de las determinaciones de cada pardmetro incluyendo todos los datos

primarios.

e Certificado de validacion

El certificado de validacién o documento formal de aprobacion que emite el laboratorio
con los resultados obtenidos para cada parametro, debe ser firmado por las personas
responsables. Este certificado puede ser independiente, incluyendo un resumen del

protocolo de validacién y de los resultados obtenidos, o bien anexarse al final del informe.

e Archivo
Los documentos referentes a la validacién se archivaran adecuadamente durante todo el

tiempo de vida del producto.

4.1.6 Métodos susceptibles a ser validados *
Son validables los métodos analiticos clasificados en la siguiente forma:

e Ensayos de identificacion.

e Ensayos para la determinacion del analito de interés de una materia prima o de una
especialidad farmacéutica.

e Ensayos para la determinacion de caracteristicas farmaco-técnicas inherentes
(Ejemplo: Test de disolucion).

e Ensayos de limite de impurezas y de cuantificacion de impurezas.

e Ensayos para la determinacion de analitos en fluidos bioldgicos y en productos
naturales.

e Ensayos microbioldgicos.
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4.1.7 Tipos de métodos analiticos
e Meétodos estandar 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:
- United States Pharmacopeia (USP)
- International conference of harmonization (ICH)
- Pharmacopea Britanica (BP)

- Farmacopea internacional (FI)

e Método normalizado con una modificacion significativa
Son métodos normalizados pero con modificaciones significativas realizadas por el

laboratorio que aplica el método analitico.

e Métodos no normalizados
Corresponde a métodos no desarrollados por el laboratorio 0 métodos nuevos (ejemplo)
publicado en revistas cientificas), o bien métodos que tradicionalmente se han utilizado

enel laboratorio pero que no estan normalizados.?

En algunos casos se puede realizar lo que se conoce como validacion menor o verificacion

cuando se trate de:
e Métodos normalizados.

e Maétodos normalizados usado fuera de su alcance propuesto.

e Ampliaciones y modificaciones menores de métodos normalizados.

11
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e Cuando se trate de métodos previamente validados que hayan sufrido alguna

alteracion significativa por lo cual deben volver a evaluarse.

La verificacion tiene como objetivo el comprobar que el laboratorio domina el método de
ensayo normalizado y lo utiliza correctamente, en caso de tratarse de un método normalizado
modificado para la verificacion se requiere solo realizar aquellas pruebas que indiquen que

aquella variacion realizada no afecte el ensayo.’

En caso de principios activos de sintesis, los métodos oficiales o de farmacopea, se
consideraran validados siempre y cuando se apliquen a principios activos con la misma ruta
de sintesis y por tanto el mismo perfil de impurezas que aquellos para los que fuera redactada

la monografia.t

No es recomendable considerar ningin método oficial o de farmacopea totalmente validado
para una especialidad, puesto que dificilmente tendra los mismos componentes ni la misma

proporcion.t

4.1.8 Clasificacion de los procedimientos analiticos que son objeto de validacion?
Segin RTCA 11.03.39:06, las metodologias se clasifican en cuatro categorias para su

validacion y dependiendo de la categoria los pardmetros a evaluarse.

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 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. Cualquiera de los dos pretende reflejar con exactitud las caracteristicas
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de pureza de la muestra. Los parametros de validacion requeridos por una prueba cuantitativa

son diferentes a los de una prueba cualitativa de cumplimiento de limite.

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 1V: 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 microcristalinas.

Pruebas microbioldgicas: Aquellas que se realizan para asegurar la calidad microbiana del

medicamento.

Los parametros de mérito para cada categoria de prueba se detallan en la tabla 1.

Tabla 1. Pardmetros de desempefio

Caracteristicas de Categoria | Categoria Il Categoria | Categoria
desempefio analitico. Analisis Pruebas de i v
Cuantitativos Limite

Exactitud Si Si * * No
Precision Si Si No Si No
Especificidad Si Si Si * Si
Limite de deteccion No No Si * No
Limite de Cuantificacion No Si No * No
Linealidad Si Si No * No
Intervalo Si Si * * No

13



“VALIDACION DEL METODO DE VALORACION DE OXIDO DE CINC EN PASTA AL AGUA FABRICADA
POR EL LABORATORIO MAURICIO DIAZ MULLER, APLICANDO LA TECNICA DE VOLUMETRIA
DIRECTA DE FORMACION DE COMPLEJOS, SEPTIEMBRE 2017- SEPTIEMBRE 2018.”

*Pueden requerirse, dependiendo de la naturaleza del ensayo.

4.2 Caracteristicas de desempefio analitico
La necesidad de validar un método y el procedimiento que se ha de seguir son temas de
decision profesional, aunque en la actualidad existen procedimientos y lineamientos

prescritos que ayudan en la toma de decisiones.®

Las organizaciones gubernamentales e internacionales han establecido lineamientos para la

correcta validacion de métodos, en especial para métodos de presentacion reglamentaria.®

Entre los cinco pardmetros fundamentales de una validacion analitica se encuentran:
selectividad, linealidad y rango, precision, exactitud. La robustez es un parametro
perteneciente a las fases de prevalidacion, es punto del método que esta conectado con la
definicion de los criterios de idoneidad del sistema la que debe definirse durante las fases de
desarrollo del método y aplicarse rutinariamente cada vez que se utilice, puesto que garantiza
que el sistema instrumental y el método analitico van a funcionar correctamente en el

momento de su uso.®

4.2.1 Parametros de prevalidacion

4.2.1.1. Robustez

4.2.1.1.1 Definicién

Para que un método sea til debe proporcionar resultados fiables. Por desgracia, los métodos
estdn sometidos a distintas interferencias quimicas y fisicas que contribuyen a la
incertidumbre del analisis. Cuando un método esta relativamente libre de interferencias
quimicas, puede aplicarse a la determinacion de analitos en muestras con una amplia variedad

de matrices. Estos métodos se consideran robustos.
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La guia ICH, Q2A define la robustez de un método analitico como la medida de su capacidad
para permanecer inalterado ante pequefias pero deliberadas variaciones en ciertos
pardmetros, proporcionando ideas de su fiabilidad o estabilidad durante su empleo en rutina.
Es la capacidad que demuestra el procedimiento de analisis para brindar resultados validos
en presencia de pequefios cambios en relacion a las condiciones descritas en el método,

susceptible de producirse durante su utilizacion. !

La robustez de un procedimiento analitico es una medida de su capacidad para no ser afectado
por variaciones pequefias, aunque deliberadas, en los parametros del procedimiento indicados
en la documentacion, y provee una indicacion de su aptitud durante condiciones normales de
uso. La robustez puede determinarse durante la etapa de desarrollo del procedimiento

analitico. !

La robustez (Robustness) no debe confundirse con el término Ruggedness. Este ultimo no se
mencionaen las guias ICH, pero si en la Farmacopea USP. Esta define el termino Ruggedness
como el grado de reproducibilidad de los resultados mediante el anélisis de las mismas
muestras bajo una variedad de condiciones tales como diferentes laboratorios, diferentes
analistas, diferentes instrumentos, lotes de reactivos, dias, tiempos, diferentes temperaturas,
etc. Es decir, se sigue el método analitico dentro de los pardametros especificados en él, pero
introduciendo en las condiciones experimentales las variaciones habituales de laboratorio a
laboratorio. Es una idea de la influencia que tienen las variables ambientales y operacionales

del método en los resultados, por lo que podria asimilarse al término Reproducibilidad. *

4.2.1.1.2 Ambito de aplicacion

Tanto la guia ICH como la USP argumentan que la robustez no es considerada, todavia, un
requisito para el registro de especialidades ya que se trata de un estudio que surgio con el fin
de resolver los problemas que se planteaban en la transferencia de métodos analiticos entre
laboratorios. En estas circunstancias era frecuente que algin parametro del método sufriera
una variacion que provocaba serias dificultades en la equivalencia entre los resultados de

ambos centros de analisis, de modo que con el fin de identificar los factores potencialmente
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criticos surgio la necesidad de evaluar las fuentes de variacion del método de analisis. Por
esta misma razon, las guias ICH recomienda incluir la robustez en una fase apropiada del
desarrollo del método y no en la validacion propiamente dicha, dado que, si la robustez del
método no se comprueba con anterioridad al iniciar la validacion, puede suceder que se
intente validar un método poco robusto, brindar errores en los resultados y pérdida de tiempo

y dinero.?

Se considera por tanto que antes de fijar los parametros analiticos y redactar el método a
validar, es recomendable hacer un estudio de robustez de forma que una vez fijados los
margenes en los que el método es robusto, se pudieran incluir éstos como parte del método

final, dotandolo asi de una cierta flexibilidad.

4.2.1.1.3 Procedimiento de determinacion de la robustez

Para definir los factores de variacion se debe de definir previamente los pardmetros que se
van a medir en cada ensayo. En el caso de un andlisis cuantitativo se debe analizar la
influencia de cada variable sobre la concentracion de analito calculada, si hay presente mas
de un analito interesara estudiar la influencia de cada factor sobre los pardmetros que después
definiran el test de idoneidad del método. El estudio de la influencia sobre varios parametros
nunca implica la realizacion de mas ensayos, sino que se puede hacer a partir de los mismos.!
Los factores a evaluar en cualquier método de analisis pueden ser tantos factores cuantitativos
(ej. influencia del valor de pH, del valor de temperatura, porcentaje de componente organico,

etc.) Como cualitativos (ej. fabricante de un determinado reactivo, etc.).

Entre las condiciones analiticas que podrian afectar un método se encuentran: *

e Analista
e Equipos

e Reactivos
e pH

e Temperatura
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e Tiempo de reaccion

e Estabilidad de la muestra

Una vez definidos los factores que pueden influenciar en el analisis se ha de establecer el

margen de variacion.

Normalmente los mérgenes de fluctuacion de cada factor cuantitativo se distribuyen en
proporcion adecuada respecto al valor nominal descrito en el método de analisis. Siendo en
algunos casos fijar intervalos que sea esperable segun el método fluctle en el proceso, por

ejemplo, una transferencia interlaboratorio.

Tras establecer los factores a estudiar la forma aparentemente mas sencilla de comprobar la
influencia de cada uno de ellos sobre el método, se debe de comparar los resultados obtenidos
modificando dicho factor, pero manteniendo constantes los demas. No obstante, esto conlleva
dos problemas:

e El efecto de modificar mas de un factor a la vez puede ser diferente de lo observado
al modificarlos de uno en uno.
e Cuando hay bastantes factores esto representa mucho trabajo, tiempo y dinero.
La forma maés eficaz de estudiar la robustez es pues efectuar un disefio factorial. De esta
forma, a menudo, sin realizar todas las combinaciones posibles, se puede concluir con un
namero alcanzable y razonable de experimentos y determinar las variables mas influyentes

en el resultado y conocer su magnitud. *

4.2.1.1.4 Disefios factoriales fraccionados
Normalmente se utilizan dos tipos de disefios factoriales:
e Disefios factoriales completos y fraccionados

e Disefios de Plackett-Burman y Youden-Steiner
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Los mas habituales y sencillos son los disefios de Plackett-Burman, con los que a partir de
(f+1) experimentos se pueden llegar a evaluar el efecto de f factores, la desventaja es que, en
estos disefos, a diferencia de los disefios fraccionados, los efectos de las interacciones entre
dos o mas factores quedan confundidas con los efectos principales, es decir, no puede
evaluarse el efecto de las interacciones entre factores. No obstante, también ha de sefialarse

que dicho efecto suele ser en la practica casi siempre despreciable.t

Por razones de interpretacion estadistica, el nimero de factores a evaluar es, conveniente que

sea como minimo de tres y de ocho el nimero minimo de experimentos: *

Disefio factorial completo de ocho experimentos (23) para evaluar la influencia de tres
factores.

Mediante la matriz resultante del analisis factorial para este caso, se puede establecer la
influencia de tres factores A, By C, asi como de sus interacciones dos a dos. La interaccion

de los tres conjuntamente también puede ser tenida en cuenta. *

Factores Interacciones
N® de A B c | AB | Ac | BCc | ABC
ensayos
1 - - - + + + -
2 + - - - - + +
3 - + - - + - +
4 + + + - - -
5 - - + + - - +
6 + - + - + - -
7 - + + - - + -
8 + + + + + + +

El signo contenido en las columnas A, B, C es el correspondiente a la desviacion disefiada
del factor respecto a su valor nominal. La columna Interaccion AB es el resultado del
producto algebraico de los signos de las columnas A y B, y de la misma forma la de la
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columna ABC es el correspondiente al producto de cada una de las columnas A, B, C. Cada

linea representa un experimento a realizar. *

Se realizan los ocho ensayos segun indica cada linea de la matriz con lo que se obtendran
ocho resultados para los parametros que nos interese analizar: R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7 y
R8.!

Una vez obtenidos los resultados, el siguiente paso en realizar es la evaluacion estadistica
que evidencie cudl de los factores, o que interaccion entre ellos tiene una influencia

significativa. !

Una forma sencilla de llevarla a cabo seria calcular la influencia de cada factor de la siguiente
manera:

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)

La influencia sobre el parametro de la interaccion entre el factor A y B sera: AB=1/4 (+R1-
R2-R3+R4+R5-R6-R7+R8). !

Luego de calcular los efectos principales y las interacciones entre los diferentes factores, de
forma que puede ya intuirse cuales de ellos puede tener realmente relevancia. En cualquier
caso, una manera también sencilla de comprobar la importancia del efecto generado consiste
en calcular para cada caso el correspondiente intervalo de confianza: Por ejemplo, para el
factor A: !

Sexp
Vn

A+t =

Si el intervalo de confianza del efecto de un factor contiene el cero, este efecto puede
considerarse como negligible. Si el cero no se encuentra dentro del intervalo el resultado del

analisis significa que se haya influenciado por la variacion del factor en cuestion.
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De esta forma todos aquellos factores cuyo intervalo de confianza excluya el cero debera ser

fijado con gran exactitud en el procedimiento de analisis.

Los estudios de robustez de un método de analisis permiten, por una parte, conocer la
estabilidad de dicho método ante pequefias modificaciones de las condiciones descritas en él
y por tanto su independencia frente a estas. Por otra parte, también permiten conocer en
muchos casos las condiciones de trabajo Optimas en cada paso del procedimiento de

andlisis.!

Por todo ello, la robustez no debe considerarse como un pardmetro de validacion en si mismo,
sino como el estudio, que permitird conocer cuéles son las condiciones dptimas de trabajo
para las diferentes variables estudiadas, asi como cuéles de ellas son criticas y han de ser méas
estrechamente controladas. Todo esto se realiza con el fin de validar el mejor de los métodos

posibles, siendo éptimo. *

4.2.1.2 Idoneidad del sistema

4.2.1.2.1 Definicion

El test de idoneidad del sistema consiste en un conjunto de ensayos que permiten comprobar
en el momento de utilizacion del método, que el sistema, (analista, reactivos e instrumento)
es adecuado para llevar a cabo la determinacién para la que se ha establecido y validado

dicho método. ?

4.2.1.2.2 Ambito de aplicacion

El test de idoneidad del sistema es susceptible de emplearse en cualquier procedimiento de
medida en el que las condiciones analiticas puedan estar sometidas a variacion de las
condiciones operacionales. Por ejemplo, en procedimientos analiticos volumétricos, se
incluye la evaluacion del blanco, y una precision de los resultados obtenidos. Sin embargo,
es en las técnicas cromatograficas donde este tipo de pruebas se emplean con mayor

asiduidad.!
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4.2.1.2.3 Procedimiento de determinacion de la idoneidad
El test de idoneidad del sistema debe encontrarse vinculado de forma directa a las
caracteristicas del método analitico para el que se establecio, ya que debe reflejar su

viabilidad en el momento de emplearlo. *

Los requisitos que debe cumplir el método analitico se establecen desde la primera fase de
desarrollo, aunque en esos momentos no es posible concretar la prueba que permitira
comprobarlos. Durante este periodo sera suficiente el registro de la evolucion de los distintos
parametros analiticos a lo largo del tiempo y la comprobacion de la precision del sistema

realizando medidas repetidas de una misma preparacion de muestra. *

Posteriormente, los resultados del estudio de robustez permitiran adquirir el conocimiento
necesario para establecer los factores criticos y el impacto que estos han tenido sobre el

comportamiento del método. !

Los ensayos de idoneidad del sistema que se establezcan vendran dados por el conocimiento
adquirido del método y la viabilidad de su empleo en rutina. Estos ensayos no solo
demuestran que el sistema se encuentra en perfectas condiciones para realizar el andlisis, sino
que también permiten establecer el criterio por el que modificar las condiciones analiticas
descritas en el procedimiento con el fin de alcanzar la idoneidad. *

4.2.1.2.4 Parametros de evaluacion de la idoneidad?®

Los pardmetros de evaluacion de idoneidad se pueden agrupar en:

a) Precision: Se evalia mediante el calculo del coeficiente de variacion de los resultados
obtenidos tras el analisis de una serie de replicados de una muestra. La USP establece
como criterio un coeficiente de variacion igual o inferior al 2% en la inyeccion de 5

replicados. !
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La guia de la FDA recomienda un coeficiente de variacion inferior al 1% para un
minimo de 5 inyecciones en el caso de principio activo, aceptando valores del 5-15%
cuando se trata de impurezas o productos de degradacion.

b) Parametros cromatogréaficos: Factor de capacidad, nimero de platos teoricos, factor

de asimetria o de cola, resolucion.

c) Limites de deteccién o cuantificacion: Una prueba de idoneidad del sistema también
puede ser atil para confirmar la consecucion de un determinado limite de
cuantificacion o de deteccion con el fin de comprobar la capacidad de cumplimiento
con la funcion para el cual se ha establecido, por ejemplo, analizar bajos niveles de

impurezas.

4.2.2 Parametros de validacién

4.2.2.1 Selectividad

4.2.2.1.1 Definicion

Es la capacidad de un método analitico para obtener una respuesta debida Unicamente a
analito de interés, de forma inequivoca, sin interferencias de impurezas, productos de
degradacion, compuestos relacionados, excipientes u otras sustancias previsibles presentes

en la matriz de la muestra.t

Es el grado en el que el método puede medir el analito de interés en las matrices de la muestra
que se analiza sin interferencia de la matriz (incluyendo otros analitos). Los efectos de la
matriz pueden ser positivos 0 negativos. La respuesta analitica del analito en presencia de
componentes potenciales de la muestra se compara con la respuesta de la solucion que

contenga solo el analito.®
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La seleccion de una metodologia adecuada de medicion es la clave. Los métodos, incluso los
previamente validados en términos generales, pueden no tener la seguridad de ser validos

para determinada matriz de la muestra.®

Otras autoridades internacionales de reconocido prestigio (IUPAC, AOAC-1) han preferido
el término "selectividad," reservando "especificidad" para procedimientos que resulten

completamente selectivos. *

Se consideran especificas aquellas técnicas para un solo tipo de analito y selectivas aquellas

que permiten el analisis de varios tipos de analitos.!!

La presencia de interferencias puede tener distintos efectos en la determinacion del analito
como: imposibilitar su inequivoca identificacion (aparicion de falsos positivos). La
selectividad de un método analitico se deberia determinar antes de iniciar el estudio de
cualquier otro pardmetro de validacion, dado que se debe 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
de una u otra forma. La especificidad se sustenta con los resultados de exactitud y linealidad

si el método cumple con los criterios de aceptacion.?

4.2.2.1.2 Ambito de aplicacion

Los criterios de selectividad que se debe satisfacer un método pueden diferir dependiendo de
la finalidad con que se aplique. El grado de selectividad asociado a un método adquiere
mayor relevancia si su finalidad es evaluar la estabilidad del principio activo o de la forma
farmacéutica. EI método ha de permitir distinguir entre todas las posibles especies quimicas

existentes o que pueden generarse. !

A grandes rasgos el estudio de la selectividad variara su planteamiento segun el objetivo y la

técnica analitica aplicada. !
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4.2.2.1.2.1 Segun objetivo del ensayo *
a) 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.

b) Ensayos de pureza
Se debe garantizar que el método permite una evaluacion de las impurezas y los productos
de degradacion definidos en estudios previos, sin interferencia de otras sustancias que puedan

estar presentes en la muestra

c) Determinacion cuantitativa de un compuesto o riqueza de un principio activo
El método debe evitar la interferencia de excipientes, productos de degradacion y/o impureza
en la respuesta proporcionada por el compuesto o el principio activo objeto de la evaluacién

analitica.

4.2.2.1.2.2 Segun la técnica analitica aplicada !

a) Ensayos especificos
Como se ha indicado anteriormente 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 comun.

b) Ensayos absolutos
El uso de métodos de valoracion no especificos se debe combinar con la utilizacion de otros
procedimientos analiticos para demostrar la idoneidad del analisis, como por ejemplo una

valoracion potenciométrica combinada con un test de impurezas.
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c) Ensayos separativos
Son los ensayos de mas amplia aplicacion en la industria farmacéutica actual, aunque hay
que recordar que no estan libres de interferencias. Este tipo de analisis proporciona una

segunda via de informacion que confirma la primera.

Entre las combinaciones posibles se puede citar las siguientes: *
- Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) acoplada a un detector de diodos
(DAD).
- HPLC / Espectrofotometria 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)

4.2.2.1.3 Procedimientos de determinacién de la selectividad
En el estudio de la selectividad, como norma general, se comparan los resultados del analisis
de muestras con y sin analito en presencia o ausencia de impurezas, productos de

degradacion. sustancias relacionadas y/o excipientes.*

Se pueden plantear diferentes alternativas para proceder a la demostracién documental de la

selectividad del método. !

4.2.2.1.3.1 Por adicion de las interferencias

La primera aproximacion seria de aplicacién para aquellos analitos para los que se tienen
identificadas las posibles interferencias y éstas se encuentran disponibles de forma aislada.
En estos casos se puede comprobar la selectividad comparando los resultados del analisis de
muestras con Yy sin analito en presencia o ausencia de dichas interferencias. Se evalta a que
nivel se producen y si es preciso modificar el método o afiadir alguna técnica

complementaria.t
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La eleccion de la concentracion en la que se realiza el estudio podria ser la tedrica de trabajo
para el principio activo u otros compuestos de interés (ej. conservantes) y las interferencias
a su limite maximo 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 forma

siguiente: *

. . Di — Ds
%de Discrepancia = e x 100

Donde:
Di: respuesta media con interferencia.

Ds: respuesta media sin interferencia

También seria de aplicacion 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. *

Las determinaciones realizadas sobre la matriz de excipientes muestran un consumo de
solucion valorante por parte de la matriz. Por este motivo, se desea cuantificar el efecto de la
interferencia de la matriz en la determinacion del principio activo en la formula farmacéutica.
Se preparan 6 muestras de un placebo cargado y 6 de principio activo solo. Se valoran por el

procedimiento descrito. *

4.2.2.1.3.2 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
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analito y que la sefial proviene solo de él. Las condiciones de estrés para lograr una

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

Condiciones para la forma farmacéutica: *
- Calor (40-70°C)
- Luz
- Humedad relativa (85%)

Condiciones para la materia prima *
Calor (40-100 °C)
Luz
Acido (HCI1 0,1 N)
Base (NaOH 0,1 N)
Oxidante (H202 3%)

4.2.2.2 Linealidad e intervalo

4.2.2.2.1 Definicion de Linealidad

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 transformacién matematica
bien definida a la concentracion de analito en muestras dentro de un intervalo dado. En esta
seccidn, la "linealidad™ se refiere a la linealidad de la relacién entre la concentracion y la
medida de valoracion. En algunos casos, para lograr la linealidad, puede ser necesario

transformar la concentracion y/o la medida. *
Es la habilidad del procedimiento analitico para obtener resultados de ensayos que sean

directamente proporcionales a la concentracion del analito en la muestra dentro de un rango

dado.*?
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Un estudio de linealidad verifica que la respuesta sea linealmente proporcional a la
concentracion del analito en el intervalo de concentracion de las soluciones de muestra, el
estudio debe de realizarse usando soluciones estandar a cinco niveles de concentracion, en el
intervalo de 50 a 150% de la concentracion de referencia del analito. Cinco niveles de
concentracion deben de permitir la deteccion de la curva de calibracion. Cada estandar se

debe de medir por lo menos tres veces.®

Los datos de linealidad se juzgan a menudo con base al coeficiente de determinacion (r2) y
la interseccion con el eje y de la linea de regresion lineal. Un valor r2 > 0.998 es indicio de
ajuste aceptable de los datos de la linea de regresion. La interseccidn con el eje y debe ser un
pequefio porcentaje de la concentracion de referencia del analito. ®

4.2.2.2.2 Definicion de intervalo

El intervalo de un procedimiento analitico es la amplitud entre las concentraciones inferior y
superior del analito (incluyendo estos niveles) en la cual se puede determinar al analito con
un nivel adecuado de precision, exactitud y linealidad utilizando el procedimiento segun se
describe por escrito. El intervalo se expresa normalmente en las mismas unidades que los
resultados de la prueba (p.ej., porcentaje, partes por millon) obtenidos mediante el

procedimiento analitico.?

Es el intervalo entre la concentracién mas baja y mas alta del analito en la muestra (incluidas
estas concentraciones) para las cuales han sido demostrado que el procedimiento analitico

tiene un nivel de precision, exactitud y linealidad apropiado.*?

4.2.2.2.3 Determinacion de linealidad e intervalo

La linealidad debe establecerse en el intervalo completo del procedimiento analitico. Deberia
establecerse inicialmente mediante examen visual de un gréfico de sefiales en funcion de la
concentracion de analito del contenido. Si parece existir una relacion lineal, los resultados de
la prueba deberian establecerse mediante métodos estadisticos adecuados (p.ej., mediante el

calculo, de una linea de regresion por el método de los cuadrados minimos). Los datos
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obtenidos a partir de la linea de regresion pueden ser Utiles para proporcionar estimaciones
matematicas del grado de linealidad. Se deberian presentar el coeficiente de correlacion, la
interseccion con el eje de ordenadas, la pendiente de la linea de regresion y la suma de los

cuadrados residuales. 22

El intervalo del procedimiento. se valida. "verificando que el procedimiento analitico
proporciona precision, exactitud y linealidad aceptables cuando se aplica a muestras que

contienen el analito en los extremos del intervalo al igual que dentro del intervalo. 3

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

minimos que se indican a continuacion: 2

e Valoracion de un Farmaco (o de un producto terminado): de 80% a 120% de la
concentracion de prueba.

e Determinacion de una Impureza: de 50% a 120% del criterio de aceptacion.

e Para Uniformidad del Contenido: un minimo de 70% al 30% de la concentracion de
prueba, a no ser que se justifique un intervalo mas amplio o mas apropiado, basandose
en la naturaleza de la forma farmacéutica (p.ej. inhaladores de dosis fija).

e Para Pruebas de Disolucidn: +20% por encima del intervalo especificado (p.ej., si los
criterios de aceptacion de un producto de liberacién controlada cubren una regién de
30%, después de 1 hora, y hasta 90%, después de 24 horas, el intervalo validado seria
de 10% a 110% de la cantidad declarada).

4.2.2.3 Precision
4.2.2.3.1 Definicion
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
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muestreos de una muestra homogénea. Se expresa como la desviacion estandar o la
desviacion estandar relativa (coeficiente de variacion) de una serie de mediciones.?

La precision de un método analitico se obtiene por analisis multiples de una muestra
homogénea. La precision general del método se puede determinar incluyendo la preparacion
de la muestra. Tales datos de precision se obtienen en el laboratorio de una muestra
homogénea que han sido preparadas en forma independiente. La precision interlaboratorio
se denomina repetibilidad. °

El objetivo del estudio de la precisién es conocer la variabilidad 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 anlisis 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.!

4.2.2.3.2 Ambito de aplicacion

Segin la ICH Q2B el estudio de la precision se debe realizar Unicamente para la
determinacion cuantitativa de principios activos y cuantificacién de impurezas. Por lo tanto,
la evaluacion de la precision no es necesaria ni en el ensayo de identificacion ni en el test

limite de impureza. *

4.2.2.3.3 Determinacién

La precision de un procedimiento analitico se determina mediante el analisis de un nimero
suficiente de alicuotas de una muestra homogénea que permita calcular estadisticamente
estimaciones vélidas de la desviacion estdndar o de la desviacion estandar relativa
(coeficiente de variacion). Los andlisis en este contexto son analisis independientes de
muestras que se han llevado a cabo mediante el procedimiento analitico completo, desde la

preparacion de las muestras hasta el resultado final de las pruebas.?
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Los documentos de ICH recomiendan que se evalUe la repetibilidad 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 usando un

minimo de seis determinaciones al 100% de la concentracion de prueba. 23

4.2.2.3.4 Tipos de precision!

Precision

Precision intermedia

-
Repetibilidad
|
I i
Repetibilidad Repetibilidad
instrumental del método

Reproducibilidad

a) Repetibilidad: Estudia la variabilidad del método efectuando maés serie de analisis

sobre la misma muestra en las mismas condiciones operativas (por un mismo analista,

con los mismos aparatos y reactivos, etc.), en un mismo laboratorio y en un periodo

de tiempo corto.

- Repetibilidad instrumental: Este parametro 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 concentraciéon nominal, y en el caso de analizar impurezas

a la concentracion del limite especificado.

- Repetibilidad del método: El ensayo de repetibilidad del método se efectia sobre

una serie de alicuotas de wuna muestra homogénea que se analiza
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independientemente desde el principio (preparacion de muestra) hasta el final

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

b) Precision intermedia: estudia la variabilidad del método efectuando una serie de
analisis sobre la misma muestra, pero en condiciones operativas diferentes (diferentes
analistas, aparatos, dias, etc.) y en un mismo laboratorio. Se debe de considerar las

circunstancias en la que se pretende desarrollar el método de ensayo.

¢) Reproducibilidad: estudia la variabilidad del método bajo condiciones operativas

diferentes y en distintos laboratorios.

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

(CV) de una serie de medidas y se calcula matematicamente de la siguiente manera:
S
CV(%) = = * 100
(%) 7

Donde:
s = desviacioén estandar

X = media aritmética de los resultados
4.2.2.4 Exactitud

4.2.2.4.1 Definicién
La exactitud de un método es la cercania del valor obtenido al valor verdadero de la muestra.
Tal vez este sea el pardmetro més dificil de evaluar. Se debe de considerar el muestreo y el

tratamiento de la muestra, ademas la exactitud del método de medicion.®
Exactitud de un procedimiento analitico expresa la proximidad entre el valor que es aceptado

convencionalmente como valor verdadero o un valor de referencia y el valor experimental

encontrado.!
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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.?®

Para el Vocabulario Internacional de Metrologia (VIM) y en los documentos de la
Organizacién Internacional de Normalizacion (I1SO), "exactitud" tiene un significado
distinto. Para ISO, exactitud combina los conceptos de insesgadez (nombrada mediante el

término "veracidad") y precision.?

4.2.2.4.2 Determinacion

En la valoracion de un farmaco la exactitud puede determinarse mediante la aplicacion del
procedimiento analitico con respecto a un analito de pureza conocida (p.ej., 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.?

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. 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, cuya exactitud haya sido comprobada o

definida. 8

En el anélisis 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
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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 relativa) debe ser utilizado siempre que se lo conozca.?

La exactitud se calcula como el porcentaje de recuperacion 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.?®

Los documentos de ICH, recomiendan que se evalle la exactitud utilizando un minimo de
nueve determinaciones sobre un minimo de tres niveles de concentracion cubriendo el
intervalo especificado (es decir, tres concentraciones y tres determinaciones repetidas de cada
concentracion). La evaluacion de la exactitud puede efectuarse de varias maneras, incluyendo
la evaluacion de la recuperacion del analito (porcentaje de recuperacion) en todo el intervalo
de la valoracion, o evaluando la linealidad de la relacion entre las concentraciones estimadas
y las reales. El criterio estadistico de preferencia es que el intervalo de confianza para la
pendiente esté comprendido dentro de un intervalo alrededor de 1,0; o alternativamente, que
el valor de la pendiente sea cercano a 1,0. En ambos casos, el intervalo o la definicion de
cercania deberian especificarse en el protocolo de validacién. El criterio de aceptacion
dependera de la valoracion, de su variabilidad, y del producto.?®

La exactitud de los métodos de propiedades fisicas se puede evaluar a través del analisis de
materiales de referencia estandar o, alternativamente, se puede considerar la aptitud de las

metodologias mencionadas anteriormente para cada caso en particular.?®

No deben confundirse exactitud y precision. La precision esta relacionada con la dispersion
de una serie de mediciones. pero no da ninguna indicacion de lo cerca que esta del valor
verdadero. Se puede tener mediciones muy precisas, pero poco exactas; sin embargo, para

que un método sea exacto se requiere un cierto grado de precision.t
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La exactitud y la precision determinan el error toral del analisis. La exactitud se determina
tedricamente utilizando material de referencia certificado (MRC) si es posible, métodos de

referencia, estudios de colaboracion.®

También se acepta la comparacion de los resultados con un método de referencia validado
del que, ya se ha demostrado su exactitud, entonces el valor verdadero es el que se obtiene
con dicho método de referencia y se compara con el valor hallado con el método nuevo que

se requiere validar.?

De la definicién de exactitud surge el principal problema: ¢cuél es el valor verdadero del
analito en la muestra. Por desgracia el valor verdadero en muchos casos se desconoce, No
obstante, cuando se dispone de patrones de referencia certificados, el valor de dicho patrén
es el que se acepta como valor verdadero y la exactitud puede evaluarse aplicando el método
sobre dicho patrén (caso a.1.) o bien analizando muestras de placebo o de problema a las que
se ha afiadido una cantidad conocida de dicho patron (caso a.2. y a.3.). También se acepta la
comparacion de los resultados con un método de referencia validado del que ya se ha
demostrado su exactitud; entonces el valor verdadero es el que se obtiene con dicho método

de referencia y se compara con el valor hallado con el método nuevo que se quiere validar.t

Valor de referencia

Caso a) | Caso b)
[ |
Método de referencia Método de
patron referencia validado

1) Principio activo (analito puro).
2) Placebo cargado con el analito.
3) Muestra problema cargada con el analito.
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Lo normal es estimar la exactitud analizando muestras afiadidas con tres concentraciones
distintas (baja, media y alta) que abarquen la totalidad del rango de trabajo. La concentracion
de estas adiciones estdndar debe ser distinta de la utilizada para preparar las curvas de
calibracion y debe prepararse con una solucion estandar de trabajo distinta. Los criterios de

aceptacion de la exactitud deben ser similares a los utilizado para medir la precision.®

4.2.2.4.3 Ambito de aplicacion
Segun la guia (ICH, Q-A) debe ensayarse la exactitud en métodos de andlisis para la
valoracion en materia primay en producto acabado y en métodos de analisis de cuantificacion

de impurezas.?

4.2.2.4.4 Procedimientos de determinacion de la exactitud

La exactitud debe demostrarse en todo el rango especificado para el método analitico. Se
recomiendan un minimo de 9 determinaciones sobre 3 niveles de concentracion del analito
que cubran el rango especificado, por ejemplo 3 determinaciones por 3 niveles de
concentracion, que podrian ser la concentracion central y las concentraciones en los extremos
del rango. En funcion del tipo de método a validar y de cada caso concreto se debera tener

en cuenta el rango de concentraciones de trabajo: *

a) Riqueza de un principio activo en materia prima o en' producto acabado: 80-120%.

b) Impurezas: desde el 50% del nivel de especificacion hasta el 120% de dicho nivel.

c) Ensayo de disolucion: si se trata de un producto de liberacién inmediata seria de Q-20%
a Q+20%; si se trata de un producto de liberacién controlada, sobre cada limite de

disolucion en cada periodo de tiempo se aplicaria (+20%).
La exactitud se expresard 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 intervalos de confianza.
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Porcentaje de recuperacion (R) = XT’” * 100

Diferencia = Xm - 4

Donde:
Xm = valor medio hallado

u = valor aceptado como verdadero

No siempre se obtienen valores de recuperacion cercanos al 100 por ciento, ya que esta
depende de la matriz de la muestra, de la efectividad del método de preparacidn y extraccion

y de la concentracion del analito.
4.2.2.4.4.1 Riqueza de un principio activo

a) Aplicacion del método analitico a una muestra de riqueza conocida
Para evaluar la riqueza de un principio activo o de una materia prima es habitual la
utilizacion de un método absoluto, por ejemplo, una valoracion acido-base. En este caso
para demostrar la exactitud del método puede valorarse un patron de referencia de
concentracion conocida y se compara el valor hallado con el valor verdadero conocido.
Cuando se trata de un principio activo nuevo desarrollado por primera vez, seria posible
separar un patron de referencia y valorar su riqueza mediante una combinacién de

métodos. !

b) Comparacion con un método de referencia validado
Se comparan los resultados obtenidos con el metodo analitico que se quiere validar con
los obtenidos con un método de referencia. cuya exactitud este bien determinada o
definida. Ambos métodos deben ser independientes. Comparacidn de 2 métodos analiticos
a una concentracion unica de analito. Se realizan 6 determinaciones por método. Un

método es el que se quiere evaluar y el otro seria un método oficial o de Farmacopea.
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Tratamiento estadistico de comparacion de dos medias de series no apareadas (test de F y

test de t con la variancia conjunta). !

4.2.2.4.4.2 Determinacion cuantitativa de un analito en un producto acabado
El enfoque es similar al que se plantea para evaluar la exactitud de un método para la riqueza

de un principio activo, pero en este caso se trabaja sobre el producto acabado. !

a) Aplicacion del método analitico a una muestra de concentracion conocida
La muestra de concentracion 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 cuestidn, se puede usar el método de adicidn de patrén sobre

el problema.t

a.1 Método 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 patrén a tres niveles de concentracion dentro del
rango a estudiar. El ensayo de recuperacion se realiza como minimo con 3 replicados
para cada nivel. El analito se determina en cada muestra’ utilizando el mismo método

analitico a evaluar y se calcula la recuperacion. *

El problema del método del placebo cargado estd en cémo se introduce el analito
sobre el placebo. El proceso de adicion, por mucho que simule lo mas exactamente
posible la preparacion del producto acabado, s6lo se trata de una aproximacion ya que
en el producto acabado real el analito o principio activo esta intimamente mezclado
con los otros ingredientes. Por lo tanto, la eficacia de la recuperacion obtenida con el
método del placebo cargado puede llegar a ser mas elevada de lo que en realidad es.
Aun teniendo en cuenta este inconveniente, el método del placebo cargado es una
técnica comun y aceptada para la determinacion de la recuperacion y la exactitud de

un método. !
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a.2 Método de adicion de patrdon: Se utiliza esta aproximacion cuando no es posible
preparar un placebo de la matriz de la muestra que no contenga el analito. Este podria
ser el caso de las muestras liofilizadas en los que la presencia o ausencia del analito
es significativamente distinta. Se afiaden sobre una o varias muestras cantidades
conocidas de un analito patrén a tres niveles de concentracion dentro del rango a
estudiar. Se realizan como minimo 3 replicados para cada nivel y se analizan las
muestras adicionadas y no adicionadas segin el método analitico calculando
finalmente la recuperacion. Este método tiene la ventaja de utilizar muestras reales y
no requiere la preparacién especial de un placebo cargado. No obstante, también debe
hacerse la misma reflexion que para el método del placebo cargado, ya que la adicién
de un patrén sobre una muestra no es exactamente lo mismo que el producto acabado

real.!

a.3 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 estd bien determinada o definida. Ambos

métodos deben ser independientes. *

4.2.2.4.4.3 Determinacion cuantitativa de impurezas

Se aplican los mismos métodos que para principio activo o producto acabado, pero se utilizan
muestras (principio activo/ producto) cargada con cantidades conocidas de impurezas. En la
determinacion de impurezas suele ser mas habitual utilizar el método de adicion de patron de

la impureza patron sobre la muestra de principio activo o producto acabado.

En los casos en que es imposible obtener muestras con cantidades conocidas de impurezas o
productos de degradacion, por ejemplo, cuando no se puede obtener la impureza aislada, se
considera aceptable comparar los resultados obtenidos con un segundo método

independiente. !
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4.3 Fundamentos generales del analisis volumétrico

4.3.1 Definicion

Se define como valoracion, al procedimiento operativo consistente en hacer reaccionar dos
disoluciones: una en la cual se encuentra la sustancia que se desea cuantificar,
convenientemente disuelta en un disolvente adecuado y otra de la cual se conoce su
concentracion exacta. A esta ultima disolucion se le denomina “Disolucion patron valorante”
o “disolucion valorante” y a la concentracion desconocida “Disolucion a valorar” o

“Disolucion valorada”. !t

En el analisis volumétrico se denomina valoracion a la agregacion de una solucién de un
reactivo de concentracion exactamente conocida (El valorante o solucion estandar), se afiade
a un segundo reactivo, la solucién de la muestra cuya cantidad o concentracion se va a
determinar. Se afiade el valorante a la muestra hasta que se haya completado exactamente la
reaccion, es decir, llegando a ser equivalente quimicamente a la cantidad de la muestra. Este
estado se conoce como punto de equivalencia de la valoracion y su estimacion experimental,
como punto final de la valoracion. A partir de la cantidad de valorante empleado para
alcanzar el punto final, de su concentracién y del conocimiento de estequiometria de la

reaccion de la valoracion, se puede calcular la cantidad de sustancia de la muestra.°

4.3.2 Requisitos fundamentales
Para que un proceso sea susceptible de ser aplicado en un método volumétrico debe cumplir

con un cierto nimero de exigencias:®

e Lareaccion entre el constituyente buscado y el reactivo debe ser sencilla; la reaccion
sirve de base a los célculos.
e Lareaccion debe ser estequiométrica; los calculos a efectuar con los datos exigen una

reaccion definida.
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e Lareaccion debe ser rapida, con objeto de que la valoracion pueda realizarse en poco
tiempo.

e La reaccion debe ser completa en el momento que sea afiadido cantidad equivalente
(estequiométricas) de las sustancias reaccionantes, lo cual permite que puedan
realizarse calculos.

e Debe disponerse de una disolucion patron como reactivo valorante.

e Debe existir un indicador que sefiale el punto final de la valoracion.

e Deben utilizase aparatos de medidas exactos (bureta, pipetas, balanzas, etc.)

4.3.3 Clasificacion de los métodos volumétricos de analisis
Los métodos de analisis volumétrico se pueden clasificar, segun la forma en que se realice la
valoracion y atendiendo al tipo de reaccion quimica que tiene lugar entre el patron valorante

y la sustancia presente en la disolucion a valorar y la que se basa en:°

a) Segun la forma en que se realiza la valoracion en: 1

a.1 Método de valoracion directo

Una valoracion directa es aquella en la cual la sustancia que se desea cuantificar reacciona
directamente con el patron valorante. EI método de valoracion directo se emplea siempre
que la reaccion entre la sustancia a valorar y el valorante cumpla satisfactoriamente con
los requisitos necesarios para que una reaccion pueda ser empelada en analisis

volumétrico.

a.2 Metodo de valoracion indirecto

Las valoraciones indirectas encuentran su mayor aplicacién en el analisis volumétrico
cuando no se dispone de un agente valorante que reacciona directamente con la sustancia
que se desea valorar, o cuando la reaccion entre estos no cumple los requisitos necesarios

para su aplicacion volumétrica.
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Entonces una valoracion indirecta es aquella en la que la sustancia que se valora no

reacciona directamente con el patrén valorante. Los métodos de valoracion indirectos son:

Método de valoracion por retroceso: también conocido como residual o retorno
consiste en afadir a la disolucidn que se valora, un volumen exacto de una disolucién
patrdn, calculado de manera que sea afiadido en exceso para que, una vez completada
su reaccion con el analito, permanezca cierta masa del mismo sin reaccionar.
Posteriormente se valora la masa sobrante con una segunda disolucion patrén.

A 4+ B o AB + Buyeeso

Analito  Valorante 1 Exceso de valorante 1

Bexceso + € < BC

Valorante 2

Meétodo de valoracidn por sustitucidn: este método consiste en afiadir un reactivo
en exceso (solido o en disolucién) que, al reaccionar cuantitativamente con toda la
masa de analito presente en la disolucion, de lugar a la formacién de un producto que
si pueda ser valorado directamente con algun agente valorante. Entonces, a diferencia
del método por retroceso, la masa afadida del reactivo o la concentracion de su
disolucion, no tienen que ser exactamente conocidas, pues no van a ser utilizadas en
los célculos.
A + B & AB + Bygorante
AB + C < ABC

Método de valoracion por desplazamiento: Es un método de valoracion indirecto,
particularmente empleado en complejometria. Se utiliza cuando no se dispone del
indicador adecuado para el ion metélico que interesa valorar, o cuando el metal

precipita al pH al que ha de mantenerse la valoracion.
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En este método indirecto la muestra se trata primero con un exceso aproximado de
una disolucion del complejo Mg-EDTA o (Zn-EDTA). Si el catién que se analiza
(M?2*) forma un complejo con el EDTA mas estable que el formado por este Gltimo
con los iones Mg?* o Zn?*, tiene lugar el desplazamiento de los iones Mg?*del

complejo por los iones M?* presentes en la disolucion segun la siguiente reaccion:

MgY? + M** & MY?" + Mg?**

Entonces se valora el Mg?* liberado con una disolucion patron de EDTA. La cantidad
de sustancia de Mg?* libre en la disolucion que se valora sera igual a la cantidad de

sustancia del ion M?* presentes, inicialmente en la misma.!

b) Segun su reaccién quimica se clasifican en cuatro grupos

b.1 Valoraciones &cido-base

Es la valoracion en la que la reaccion entre el analito y el agente valorante es una reaccion
acido base. En una valoracion acido-base, el volumen de agente valorante necesario para
alcanzar el punto de equivalencia es proporcional a la cantidad absoluta de analito
existente en la disolucién analitica. Sin embargo, el cambio del pH en el punto de
equivalencia y, por tanto, la utilidad de una valoracion &cido-base, dependen de la

concentracion del analito en la disolucion que se valora.*®

Una curva de calibracion acido base es una representacion grafica del pH en funcion del
volumen de valorante afiadido durante una valoracion. Estas curvas se pueden calcular y
determinar experimentalmente. En los calculos de las curvas de valoracion se utilizan las
ecuaciones y métodos ya descritos; ya que en cualquier punto de una valoracion es posible

describir la muestra como una solucién de un &cido, una base, o una mezcla de los dos.°
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b.2 Valoraciones REDOX (Oxido-Reduccion)

La volumetria oxidacion reduccion, también conocida como volumetria redox, se basa en
reacciones que llevan implicita una transferencia de electrones entre dos sustancias, una
de las cuales se reduce (acepta electrones), mientras que la otra simultdneamente, se oxida
(cede electrones). La sustancia que se reduce o acepta electrones se denomina agente

oxidante, y la que se oxida o cede electrones, agente reductor. 12

Los métodos volumétricos basados en procesos de oxidacion-reduccién son mas

numerosos y diversos que los basados en cualquier otro tipo de reaccion. 12

En su forma mas sencilla, una reaccion de oxidacion-reduccion, se puede escribir: 12

Red; + Oxi, < Oxi; + Red,

En la cual las especies que reaccionan estan identificadas como 1y 2, y las abreviaturas
Red y Oxi, representan las formas reductoras y oxidantes de tales especies,

respectivamente. 12

El equilibrio de una reaccion de oxidacion-reduccion, esta determinado por la facultad que
tienen los reaccionantes de donar o de aceptar electrones. Si se considera la mezcla de un
oxidante fuerte (Oxi2) con alta capacidad de aceptar electrones con un reductor fuerte,
(Redy), con alta disposicién para cederlos, al alcanzarse finalmente el equilibrio, la
formacion de los productos de reaccion (Oxii Redz) estara ampliamente favorecida. Por
supuesto, una reaccién menos completa ocurrird cuando esta capacidad de las sustancias

reaccionantes para aceptar o ceder electrones sea menor o no se encuentre tan favorecida.'?

b.3 Valoraciones de Precipitacion

Una de las condiciones indispensables para el analisis volumétrico es que la reaccion
ocurra de manera cuantitativa, es decir, esencialmente se ha de desarrollar por completo
para que se formen los productos de la reaccion. Un tipo de reaccion que se ajusta a este

requerimiento es la combinacién de dos especies ionicas para formar una sal muy
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insoluble. Entonces, la precipitacion de este producto lleva la reaccién a su plenitud. Las
valoraciones basadas en este tipo de reaccion se denominan valoraciones de precipitacion.
La aproximacion teodrica a las valoraciones de precipitacion se realiza facilmente
considerando la solubilidad del producto de la reaccion, para lo cual se ha de tener en
cuenta que la reaccion de valoracion, es, sencillamente el proceso inverso a la disolucién

de la sal. Estas consideraciones son también aplicables al analisis gravimétrico cléasico.!’

b.4 Valoraciones de Formacion de Complejos
Uno de los tipos de reacciones quimicas que pueden servir como base de una
determinacion volumétrica es aquella que implica la formacion de un complejo o ion

complejo soluble pero ligeramente disociado.

Los complejos se forman por medio de la reaccion de un ion metalico, cation, con un anion
0 una molécula neutra. Al ion metalico de complejo se le denomina como central y al
grupo unido al atomo central se le denomina ligando. EI nimero de enlaces que puede
formar el &tomo metélico central es el nimero de coordinacion del metal. La reaccion por
medio de la cual se forma un complejo se puede considerar como una reaccion acido-base
de Lewis en la que el ligando actta como base donadora de un par de electrones al catidn

que es el 4cido.®

Este tipo de valoracidn se explica con mayor detalle en el apartado 4.4 de este documento.

4.3.4 Método de estandarizacion de soluciones!!

e Método de alicuota

Conocido como el método de pipeteo, como este método de estandarizacion consiste en
tomar alicuotas iguales (al menos tres) medida exactamente de una disolucién patrén
valorante preparada preferiblemente a partir de un patron primario cada una de esas

alicuotas se colocan en un erlenmeyer diferente y se procede a realizar las valoraciones.
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e Método de las pesadas individuales

Este método consiste en valorar disoluciones que se preparan a partir de masas exactos de
un reactivo estandar, las porciones pesadas deben de ser similares entre si pero
necesariamente iguales. Estas se trasvasan cuantitativamente y se disuelven en volumen
suficiente de disolvente para proceder efectuar las respectivas valoraciones, una vez

colocada en la bureta la disolucion problema.

4.3.5 Disolucion patron®
Cualquier disolucion cuya concentracion sea exactamente conocida. Puede prepararse por

dos métodos distintos:

e Método directo
Se disuelve una cantidad exactamente pesada de soluto de composicion definida y
conocida, y se lleva a disolucion a un volumen conocido a un matraz volumétrico, la

concentracion se calcula a partir del peso y volumen conocido.

e Método indirecto

Gran parte de los compuestos que se utilizan como reactivos valorantes no pueden
considerarse como patrones primarios, por lo que sus disoluciones no se preparan por
método directos. Las disoluciones se preparan con medidas aproximadas del peso y del
volumen y después se normaliza determinando el volumen exacto de disolucion necesaria

para valorar una cantidad exactamente pesada de un patrén primario.
4.3.6 Ensayo del blanco en un analisis volumétrico
El ensayo en blanco es una determinacion paralela, llevada a cabo exactamente en las mismas

condiciones, pero sin que se haya incorporado la muestra.

El resultado del ensayo en blanco debera incluirse en los calculos correspondiente a la

determinacion analitica, pero, la forma de hacerlo, dependerd de la forma o método de
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valoracion que se haya empleado. Asi, cuando se emplea el método de valoracion directo y
hay alguna sustancia interferente en disolucion que se valora, la cantidad de sustancia de
equivalente (moles de equivalentes) del agente valorante total afiadida seré igual a la suma
de la cantidad de sustancia de equivalentes de analito y de la interferencia presente en la

disolucion del ensayo.!

Con los resultados de la determinacion de ensayo en blanco se puede realizar la correccion

oportuna del resultado del andlisis de la muestra.?

4.3.7 Titre

El titre es conocido como titulo, constituye un recurso muy util, en el anélisis volumétrico,
para calcular facilmente la concentracion de un analito en una muestra. El titre representa la
masa del analito (expresada en miligramos o gramos) capaz de reaccionar con 1 mL de un

patron valorante dado, a una determinada concentracion.

El titulo se calcula para una disolucion patrén que se utiliza en el andlisis de rutina de un
analito, en un amplio nimero de muestra. El valor calculado se coloca en la etiqueta del
frasco que contiene la disolucion patron de manera que, su valor pueda ser utilizado siempre
que se requiera. El titre se da como dato en todas las técnicas volumétricas descritas por la
Farmacopea para el control de la calidad de las materias primas y productos farmacéuticos.
En tales descripciones se especifican que masa del farmaco (o cualquiera otra sustancia de
uso farmaceutico) pueden ser valoradas con un mL de un valorante dado a una concentracion
dada. 1

Es necesario conocer:
e CoOmo se calcula.
e COmo se utiliza.
e COmo debe procederse cuando la disolucion patron preparada no tiene exactamente
la concentracion para la cual se da el dato o sea calculado el titre.
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4.3.8 Punto de equivalencia y punto final

Es comdn agregar indicadores a la disolucién del analito para producir un cambio fisico
observable (punto final) en el punto de equivalencia o curva de él. Los cambios de gran
magnitud en la concentracion relativa del analito o del valorante ocurren en la region del
punto de equivalencia. Estos cambios de concentracion hacen que se modifique el aspecto
del indicador. Entre los cambios tipicos de indicadores se incluye la aparicion o desaparicion

de un color, cambio de color o turbidez. 22

El punto de equivalencia de la valoracion es un concepto teorico; en la practica solo se puede
apreciar una aproximacion de este punto a la que se le denomina punto final de la valoracion.
La deteccion del punto final de la valoracion se realiza con ayuda de los indicadores, los
cuales son aquellas sustancias que provocan un cambio fisico visible (variacion de color,
precipitado u otras sefiales visibles al ojo humano). Este cambio fisico apreciable es el que
indica que debe de tenerse la adicion de la disolucién patron valorante, es decir, que debe

darse por concluida la valoracion.!!

Se debe hacer todo lo posible para asegurar la diferencia de volumen o masa entre el punto
de equivalencia y el punto final. Tales diferencias existen como consecuencias de las

limitaciones en los cambios fisicos y en nuestra capacidad para observarlas.?

La diferencia entre el punto final y el punto de equivalencia es el error de valoracion, que
practicamente es inevitable. Escogiendo una propiedad fisica cuyo cambio sea facilmente
observable (como el cambio de color del indicador o el pH), Es posible conseguir que el
punto final este muy préximo al punto de equivalencia. Normalmente es posible estimar el
error de la valoracion con una valoracion de blanco, que consiste en realizar el mismo

procedimiento, pero sin el analito.®

El error de valoracion tiene 3 causas fundamentales:

e Error quimico: debido a la diferencia entre punto final y punto de equivalencia.
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e Error visual: es una medida de la dispersion causada por la limitada capacidad del ojo
para recordar o comparar colores.

e Elerror del indicador: debido al consumo de valorante por el propio indicador.

La causa del error quimico es la que mayor incidencia tiene en el error de valoracion. Muchas
veces es posible calcular tedricamente el error de valoracion o, en su defecto evaluarlo
experimentalmente. El cambio fisico producido por los indicadores debe tener lugar en la
cercania del punto de equivalencia para afectar al minimo la exactitud y precision del

andlisis.!t

Se debe de tener en cuenta que en algunas valoraciones no es posible emplear indicadores
para la determinacion del punto final, aun cuando tedricamente se conozca que el cambio
fisico ocurre muy cerca del punto de equivalencia. Tal es la situacion que se presenta con las
valoraciones de disoluciones intensamente coloreadas o turbias, en las que la observacion del
cambio de color se hace dificil de apreciar. En tales casos se debe recurrir a métodos

instrumentales de deteccion del punto final .1t

Los principales requisitos de una reaccion para que sirva de base a una valoracion, son que
tenga una constante de equilibrio grande y que transcurran rapidamente. Cada nuevo
incremento de valorante debe consumirse completamente y de manera rapida por el analito

hasta su total agotamiento. ’

4.4 Valoraciones complejométricas

4.4.1 Fundamentos generales

La volumetria de formacion de complejos también conocida como complejomeétrica se basa

en la formacion de un complejo soluble mediante la reaccion de la especie que se valora

(generalmente un ion metélico) con un agente complejante. Asi, la aplicacion fundamental
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de este tipo de volumetria esta dirigida al andlisis cuantitativo de iones metalicos presentes

en diferentes tipos de muestras.!

La mayoria de los iones metalicos reaccionan con donadores de pares de electrones formando
complejos 0 compuestos de coordinacion. La especie donadora, llamada ligando, debe tener
disponible al menos un par de electrones no compartidos para formar el enlace. El agua, el
amoniaco y los iones de halogenuros son los ligandos inorganicos mas comunes. Un ligando
es un ion o una molécula que forma un enlace covalente con un catién o un atomo metalico
neutro al ceder y compartir con ellos un par de electrones. EI nimero de coordinacion del
cation es el nimero de enlaces covalentes que tiende a formar con los donadores de

electrones.?

Todos estos complejos estan constituidos por un cation central al que estan enlazados una o
mas moléculas. (Se excluye el agua como una de estas moléculas, porque en solucion acuosa
probablemente cada ion metalico exista como “acuo complejo”) la molécula que se enlaza
con el ion central es el ligando, y el nimero méximo de estos grupos que pueden unirse al
ion es su numero de coordinacion. Los ligandos que se unen a ion central por un solo punto

se llaman monodentados (o unidentados).°

Muchas reacciones dan como producto, iones complejos 0 moléculas complejas; sin
embargo, pocas pueden usarse en analisis volumétricos debido a la inestabilidad que
presentan la mayoria de compuestos de coordinacion que se forman en ellas, por tal motivo
para que una reaccion de formacion de complejos pueda usarse en volumetria, a de satisfacer

los siguientes requisitos:!

- Debe de dar lugar a la formacién de compuesto definido.

- Debe ser cuantitativa, es decir, no debe ocurrir reacciones secundarias.
- El complejo formado debe ser estable.

- Debe ocurrir de forma rapida.

- Debe ser posible la determinacién del punto final de la valoracion.
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4.4.2 El Acido Etilendiaminotetracético (EDTA)

Existen muchos ligandos que poseen méas de un grupo capaz de unirse al ion metalico, tales
ligandos son polidentados. Un complejo formado entre un ion metalico y dos 0 méas grupos
de un ligando polidentado es, evidentemente un compuesto en forma de anillo, a este tipo de
complejo se le conoce a menudo como quelato. Los ligandos que forman quelatos son agentes
quelantes o quelones. Los grupos mas efectivos para formar complejos en un ligando son los
grupos amino y carboxilato. De estos agentes que forman complejos el més utilizado es el
EDTA. 1

El EDTA es un sélido blanco, poco soluble en agua y soluble en disoluciones basicas, de ahi
que el &cido libre HsY sea raramente empleado para las valoraciones complejométricas. Su
sal disédica (Naz2H2Y) es realmente el agente complejante mas utilizado para propositos
analiticos ya que ademas de ser soluble y no dar disoluciones fuertemente alcalinas, se puede

obtener como un producto de alta pureza en su forma dihidratada.?

EI EDTA posee seis grupos: dos aminos, y cuatro carboxilatos, capaces de formar complejos
con los iones metalicos. Forma quelatos con casi todos los iones metalicos y esta reaccion es
la base de un método analitico general para estos iones por valoracion con una solucidn
estandar de EDTA. Tales valoraciones se conocen como valoraciones complejométrica,

quelatométricas o quelométricas. *°

El analisis de los complejos con EDTA ha demostrado que la razon metal-ligando es 1:1y
que la especie que actia como ligando es el EDTA. La efectividad de este se debe a la
formacion de anillos de cinco miembros, cada uno de los cuales contiene el ion metalico
central. El acido etilendiaminotetracético es tetrabasico y se representa a menudo por el

simbolo HaY. 10
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4.4.3 Factores que afectan la estabilidad de los complejos metal-EDTAM

e Concentracion hidrogenionica o pH del medio
Al disolver la sal disédica del EDTA en agua la especie predominante del EDTA sera
H2Y? el pH de la solucion tendra un valor de 5 aproximadamente. A ese valor de pH la
formacion de un complejo entre el H2Y? y un ion metalico M"™ se puede representar de
la manera siguiente

M™ + H,Y?~ & MY™* + 2H*

En la reaccion se producen iones hidrogenos, como la misma es reversible el complejo

se disocia en mayor grado a medida que aumenta la acidez del medio.

El proton H* compite con el ion metélico en la formacion del complejo H2Y? y, por esta
razon, es necesario efectuar las valoraciones con el EDTA entre ciertos limites de pH
dependiendo de la estabilidad del complejo. Valores de pH muy bajos solo podréan ser
valorados iones metalicos que formen complejos muy estables, debido a que se favorece
el desplazamiento del equilibrio hacia la disociacion de estos. Por tanto, a mayor
constante de estabilidad, los complejos podran resistir valores de pH mas acidos. Es por
esto que es necesario utilizar disoluciones reguladoras o buffers, de manera que el pH se
atenga en el intervalo de valores que favorece la reaccion de formacion de complejos de

interés.

e Carga del Cation

La carga del catidn influye en la estabilidad del complejo formado puesto que, a mayor
carga de cation, el complejo formado tendrd una menor carga neta y se harad més estable

a un mayor rango de acidez.

M?* + H,Y?~ & MY?™ +2H*
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M3t + H,Y?~ & MY~ +2H?

M** + H,Y?~ & MY + 2H"

Segun estas reacciones existe una relacion entre la carga del cation y el pH del medio.

Asi puede plantearse que:

Complejos de metales divalente con EDTA (MY?) son estables a pH ligeramente
acidos o basicos.

Complejos de metales trivalentes con EDTA (MY") son estables a valores de pH
superiores a 2.

Complejos de metales tetravalente con EDTA MY son estables a valores de pH

superiores a 1.

4.4.4 Métodos de valoracion complejométricas con EDTA

Debido al amplio intervalo de estabilidad de los diversos complejos metal-indicador y metal-

EDTA, a la influencia del pH sobre la ionizacién del EDTA y a la regulaciéon de las

concentraciones de los iones metalicos mediante distintos agentes enmascarante son posibles

bastantes métodos: *°

Valoracién directa: se afiade un indicador del ion metalico a la disolucién a valorar

tamponada a un pH adecuado y se valora con EDTA hasta viraje.

Valoracion por retroceso: los metales que forman complejos EDTA con lentitud o
precipitan al pH que exige la valoracion o no reacciona con los indicadores se
determina por adicion de una cantidad medida en exceso de EDTA patrdn, valorando
luego por retroceso el exceso de EDTA con disolucion patron de Mg?* o Zn*? hasta

la aparicion del complejo coloreado metal-indicador.

Desplazamiento del ion metalico: si una disolucion de un ion metélico que forma
con EDTA un complejo més estable que el de Mg?* 0 Zn*? se trata con una disolucion
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del ultimo, tiene lugar una sustitucion y los iones Mg ?* o Zn*? pueden valorarse

después con EDTA patron.

e Valoracion de ion hidrogeno liberado: la reaccion del EDTA con dos iones
metalicos libera dos iones hidrégenos por cada ion metélico reaccionante. El ion
hidrogeno puede valorarse con hidroxido sédico, proporcionandonos de forma

indirecta la cantidad de cation.

e Determinacién de aniones: algunos aniones que forman sales insolubles o
complejos estables con los cationes pueden determinarse por adicion de una cantidad
medida de disolucion patron del cation en exceso, valorando luego el cation sin

reaccionar con EDTA.

4.4.5 Indicadores de metales

Como indicador en la complexometria se utilizan los llamados indicadores de metales que
permiten determinar visualmente el punto final de la titulacion. Estos indicadores son
colorantes organicos, que forman con los iones de metal compuestos coloreados complejos,

menos estables que el complejo metal con el complexdn.®

Forman complejos con los iones metalicos y presentan distinto color las formas complejas y
las no complejadas; tales compuestos se conocen como indicadores metalocromicos,
utilizados para sefialar el punto final de una valoracion con EDTA, basandose en la siguiente
reaccion: 1°

MI+Y & MY +1

Donde | es la forma no complejada del indicador. La constante de estabilidad para el
complejo metal-indicador ha de ser mas pequefia que la del complejo Metal-EDTA, por otro
lado, el complejo metal-indicador debe ser lo suficientemente estable para que no esté

presente | antes del punto final. Durante la valoracion EDTA Y reacciona con M para formal
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el complejo MY. Cuando se alcanza el punto de equivalencia se ha consumido todo el M
libre en la reaccién con el Y, y la adicion de més Y, desplaza a | de su complejo con M (MI).
Puesto que I libre tiene distinto color del I en su forma compleja, cambia el color.®

Todos los indicadores metalocromicos también son indicadores acido-base. Por esta razon es
importante controlar el pH en una valoracion para que esté presente la especie protonica que

se desea del indicador. Un indicador de amplio uso es el negro de eriocromo T. 10

El eriocromo negro T se emplea bien como solucién, bien (debido a la inestabilidad de la

solucion) en forma solida.®

El negro de eriocromo T es un indicador tipico. Contiene tres protones ionizables, de modo
que se puede representar mediante Hsln. Este indicador puede utilizarse para la titulacion de
Mg*? con EDTA. Se afiade una cantidad pequefia de indicador a la solucion de la muestra 'y
se forma un complejo rojo con parte del Mg*?, el color del indicador sin acomplejar es azul.
Tan pronto como se ha titulado todo el Mg*? libre, el EDTA desplaza al indicador del

magnesio, y produce un cambio en el color de rojo a azul:®

MgInd~ + H,Y 2 & MgY 2+ H?

Esto ocurrira sobre un intervalo de Mg, y el cambio sera mas nitido si el indicador se mantiene
tan diluido como sea posible con la condicion de que siga dando un buen color. Por supuesto,
el complejo metal-indicador debe ser menos estable que el complejo metal-EDTA, o de otra
manera del EDTA no desplazard al indicador metal. Por otro lado, no debe ser demasiado
débil o el EDTA comenzara reemplazando al indicador al principio de la titulacion, dando
por resultado un punto final difuso. En general, el complejo metal-indicador debe ser 10 a 00

veces menos estable que el complejo metal-titulante. ®

En las valoraciones complejométricas se presenta ocasionalmente la dificultad experimental
de que el agua destilada u otros reactivos contienen trazas de iones metalicos capaces de

formar complejos con EDTA del metal traza, evidentemente la forma sin complejar del
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indicador no puede generarse en el punto de equivalencia y, por tanto, no cambia el color.
Este fendmeno se conoce como bloqueo del indicador. La presencia de cobre en el agua
destilada es una fuente frecuente de interferencia, que se evita separando los cationes trazas

por un método de cambio i6nico.°

El método analitico mas sencillo que emplea EDTA es la valoracion directa de un ion
metalico, mediante un indicador visual para sefialar el punto final. Entre los cationes
susceptibles de determinar por valoracion directa con EDTA estan: el aluminio (I11), calcio,
magnesio, cinc, cadmio, cobre (I1), niquel, cobalto, plomo (Il), bario, manganeso, mercurio

y muchos otros. 1

También puede determinarse el punto final de las valoraciones EDTA por valoracién
potenciomeétrica, utilizando un electrodo de mercurio-mercurio-EDTA o un electrodo inerte
(platino) que indique la modificacion del potencial redox, causada por la estabilizacion
preferente con EDTA de uno de los estados de oxidacion del metal; por la validacion
conductomeétrica, por la valoracion amperométrica y por valoracion cronopotenciométrica.
La cantidad de ion metélico puede determinarse, ademas, por valoracién del ion hidrogeno
liberado con una base utilizando indicadores acido-base ordinario. Los colores de muchos
complejos metal-EDTA son mas intensos que los colores de los correspondientes
autocomplejos; en estos casos es posible la deteccion espectrofotométrica del punto final.’

4.5 Dureza del agua

El termino dureza se refiere a la concentracion total de iones alcalinotérreos que hay en el
agua. Como la concentracion de Ca*? y Mg*?, es mucho mayor que la de muchos iones
alcalinotérreos, la dureza practicamente es igual a la [Ca*?] + [ Mg*?]. La dureza se expresa
por lo general por el nimero equivalente de miligramos de CaCOs por litro. Asi [Ca*?] +
[ Mg*?] = 1 mM; diremos que la dureza es 100 mg de CaCOs por litro = 1 mM de CaCO3. Un
agua de dureza inferior a 60 mg de CaCOs por litro se considera blanda. Si la dureza es

superior a 270 mg/L el agua se considera dura.®
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La valoracion con EDTA en medio amoniacal tamponado da la concentracion total de Ca*?
y Mg*2. Puesto que tanto el calcio como el magnesio forman fuertes complejos con el EDTA,
el resultado se expresa en forma de la suma de estos dos metales. La determinacion se efectla
afiadiendo un regulador amoniacal de pH 10 y unas gotas de NET a la muestra del agua por

analizar, procediendo a titular con EDTA valorado hasta cambie de color de rojo a azul.®

4.6 Generalidades del Oxido de Cinc

El 6xido de zinc es un s6lido de color blanco sin aroma y de sabor amargo. El éxido de zinc
tiene dos estructuras posibles: hexagonal y cubico, pero los cristales hexagonales son los mas
comunes. EI compuesto posee un peso molecular de 81,38 g/mol y una densidad de 5,606
g/ml. Su punto de fusion es de 1975 °C, donde comienza a descomponerse. Es un dxido

anfotero que puede disolverse en &cidos o élcali a través de las reacciones:?*

ZnO + 2H* — Zn*? + H,0
ZnO + 20H — Zn*? + H,0

El 6xido de zinc es insoluble en agua (0,0004 g por cada 100 mL de agua a 17°C). La poca
solubilidad que tiene produce soluciones acuosas que son neutras en pH. Reacciona
violentamente con los polvos de aluminio y magnesio causando peligro de incendio y
explosion. 2

4.6.1 Reactividad y peligros.

El 6xido de zinc es un compuesto estable que no es inflamable y no muestra incompatibilidad
con otros compuestos quimicos, pero cuando se calienta, emite humos toxicos. El compuesto
no es téxico ni peligroso al ingerir ni al contacto con la piel o con los ojos, sin embargo, el
compuesto representa un peligro por inhalacion. 2
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Una concentracién nociva de particulas en el aire se puede alcanzar rdpidamente,
especialmente para las particulas de 6xido de zinc. La inhalacién de humos puede causar
fiebre de humo metalico con los siguientes sintomas: 2

e dolor de garganta
« dolor de cabeza
« fiebre o temperatura corporal elevada

e Nausea
e VOMIto
o debilidad
« resfriado

e dolor muscular.

La sustancia como humo es irritante para las vias respiratorias. Los efectos pueden retrasarse.
Los sintomas de la fiebre del humo metalico no se manifiestan hasta pasadas unas horas. 2*

4.6.2 Usos

El 6xido de zinc es un producto muy usado de manera topica en dermatologia para el cuidado
de la piel. Es el principal componente de los protectores solares debido a sus propiedades
reflectivas. El 6xido de zinc es uno de los ingredientes mas seguros para proteger la piel de
los efectos nocivos de los rayos ultravioleta (UV). Los rayos UV penetran la piel y dafian el
tejido, acelerando el proceso de envejecimiento y secando la piel. Estos rayos también
aumentan el riesgo de cancer de piel. Los protectores solares que contienen 6xido de zinc
filtran los rayos UV, evitando que penetren en la piel y causen dafio celular. Se puede utilizar
para curar heridas, reducir la sensibilidad asociada con quemaduras solares y suavizar la piel
agrietada. 2*

Las personas que son deficientes de zinc suelen experimentar ciclos de cicatrizacion de
heridas méas lentos. Cuando el éxido de zinc se aplica al area de la herida, proporciona al
cuerpo el zinc extra que necesita para reparar las células de la piel. El 6xido de zinc ayuda a
mantener el area de la herida himeda y limpia. 24
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Las lociones y cremas que contienen 6xido de zinc son astringentes eficaces de la piel. Se

puede aplicar oxido de zinc para evitar que los excesos de aceite se formen en la superficie.?

A veces se utiliza como un tratamiento para el acné se cree que reduce la aparicion de
manchas y reducir la irritacion de la piel y la inflamacidn, reduciendo el nimero y la gravedad
de los brotes de acné. 24

El unguento de zinc puede funcionar mejor para esta condicion comun de la piel cuando se
usa en combinacion el antibiético topico eritromicina. 2

Por sus propiedades antibacterianas y desodorantes, los médicos suelen tratar el sarpullido
del pafial con una pomada de 6xido de zinc. Generalmente se aplica en cada cambio de pafal
para una eficacia 6ptima. 24

4.7 Pastas 1°
Son preparaciones farmacéuticas y semisélidas de consistencia blanda y compuesta en gran
porcentaje de polvos absorbentes, los cuales son dispersados en uno o0 varios componentes

de naturaleza liquida o semisélida.

e Pastas grasas: Formada por una fase grasa generalmente compuesta por excipientes

tipo vaselina, aceite, lanolina, etc., sobre la cual se dispersan polvos.

e Pasta acuosa: También se le conoce como lociones de agitacion se trata de lociones
acuosas que incorporan como excipientes habituales glicerina, sorbitol, polioles,
polietilenglicoles, de bajo peso molecular y otras sustancias liquidas hidromisibles a

las cuales se les incorpora un alto porcentajes de polvos inertes.
* Pasta al agua: Es una pasta acuosa, esta basada en la suspension de polvo de zinc,

talco en glicerina y agua. Son las formas solidas de las suspensiones debido a un alto

porcentaje de polvo en su preparacion. Cumple funcion secante, astringente no graso.
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V. DISENO METODOLOGICO

5.1 Tipo de estudio
Nuestro estudio es Cuantitativo de tipo “Experimental” ya que realizamos procedimientos
basados en la medicién; bajo condiciones altamente controladas, medidas y observadas,

obteniendo resultados representativos del estudio a traveés de cada una de las variables.

5.2 Tipo de validacion

La validacion realizada, es de tipo “Prospectiva”, debido a que los resultados de cada uno de
los parametros de la validacion realizados de acuerdo a la Categoria | (Pruebas cuantitativas
del contenido del principio activo constituyen procedimientos quimicos o microbioldgicos
que miden los analitos presentes en una muestra determinadas.), a la cual pertenece nuestro
método analitico segin RTCA 13.03.39:06 fueron generados a través de andlisis de datos

experimentales.

5.3 Area de estudio
El presente estudio fue realizado en el area de volumetria del Laboratorio de Control de
Calidad de Medicamentos (LCCM) de la facultad de Ciencia Quimicas que se encuentra

ubicado en el Complejo Docente de la Salud, Campus Médico de la UNAN-Leon.

5.4 Poblacién y muestra de estudio

e Lote X del producto Pasta al Agua producidos por el laboratorio Mauricio Diaz Miller de
la UNAN-Leon.

e Lote 001 y 002 de placebo de Pasta al Agua.

5.5 Alcance de la validacién

Valoracion (Cuantificacion) de Oxido de Zinc en Pasta al Agua producida por el Laboratorio
Mauricio Diaz Mller por volumetria directa de formacion de complejos.
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5.6 Variables
e |doneidad.
e Robustez.

e Selectividad.

e Linealidad.
e Precision.
e Exactitud

5.7 Tipos de variable
Las variables de nuestro estudio son variables cuantitativas continuas ya que pueden adquirir

cualquier valor en un intervalo establecido.

5.8 Método de recoleccion de la informacion

Para la recoleccion de la informacion, tanto para conformar el marco teérico como el disefio
metodoldgico, consultamos una serie de bibliografia que se mencionan con més detalle en la
seccion correspondiente y que nos proporcionaron la base necesaria para analizar cada una
de las variables estudiadas. Los datos de cada una de las variables de estudio se obtuvieron

por medio de los experimentos realizados.

5.9 Plan de anélisis

La estrategia de analisis de los datos de cada una de las variables, se realizd6 mediante el
analisis univariado (evaluando las caracteristicas de cada variable de manera independiente),
haciendo uso de datos estadisticos como: medida de tendencia central, dispersion, regresion
lineal, test de Student. EI procesamiento de los datos obtenidos en cada parametro se realizd
a través del programa Microsoft Excel 2016, en donde se crearon las tablas y graficos

necesarios para presentar los resultados y realizar el analisis de los mismos.
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5.10 Procedimientos de calificacion de areas y de equipos

Antes y durante el proceso de validacion del método analitico, se procedid a realizar la
verificacion de los equipos utilizados y verificacion de las condiciones adecuadas de las &reas
de trabajo en el Laboratorio de Control de Calidad de Medicamentos. A continuacion, se

detallan:

5.10.1 Verificacion de la balanza

La verificacion de la balanza se realizo periodicamente durante el estudio de validacion, bajo
un procedimiento establecido en el laboratorio de Control de Calidad de Medicamentos
(LCCM. INT-26) en el cual se calcula el promedio y la desviacion estandar de los resultados
obtenidos y estos deben de estar dentro de las especificaciones establecidas. Los resultados
se muestran en el Anexo 1.

Especificacion:

Promedio: 49,9997 g - 50,0003 g

Desviacion: 0,000 — 0,003

5.10.2 Comprobacion del electrodo del pH-metro

La Comprobacion del electrodo del pH-metro se realiz6 periddicamente siguiendo un
procedimiento descrito en el Laboratorio de Control de Calidad de Medicamento (LCCM-
RT-38).

5.10.3 Control de Humedad y Temperatura ambiental
Se llevé un registro diario tanto de la temperatura y humedad durante todo el periodo de

validacion. Los resultados se muestran en el Anexo 2.
Especificacion:

Temperatura: 20°C- 30°C
Humedad relativa: < 80%
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5.11 Reactivos utilizados

NOMBRE

GRADO

DESCRIPCION

FORMULA
QUIMICA

Acido Clorhidrico

Reactivo

Liquido fumante, limpido,
incoloro. Miscible con agua.
Concentracion:12,1 N.
Densidad: 1,90 g/L

Marca: Merck

HCI

Acido Sulfarico

Reactivo

Liquido higroscopico incoloro,
aceitoso e inodoro.
Solubilidad en agua: miscible.
PM: 98,08 g/mol.
Concentracion: 12,1 N.
Densidad 1,84 g/cm. Pureza: 96%
Marca: Scharlau

H2S04

Agua

Destilada

Liquido limpido, incoloro y

blanda.

H.O

Anaranjado de
Metilo

Indicador

Polvo sélido, de color naranja e
inodoro.
PM: 452 g/mol.
Solubilidad:5,2 g/l en agua (20
°C), 0,8 g/l en alcohol

Marca: Merck

C14H14N3NaO3S

Azul de

Hidroxinaftol

Indicador

Polvo azul-violeta
PM: 620.463 g/mol
Solubilidad en agua: 340 g/L
(20°C)

Marca: Merck

C20H11N2Naz011S3
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Biftalato de potasio

Reactivo

Cristales blancos e inodoros.
pH: 4 (50 g/l).
Solubilidad: 80 g/l en agua a
20°C.

Marca: Merck

CgHsKO4

Carbonato de

Calcio

Patréon de

referencia

Polvo color blanco
PM: 100,09 g/mol.
Pureza: 100%

Marca: Merck

CaCOs3

Cloruro de amonio

Reactivo

Granulos finos de color blanco.
PM: 53,49 g/mol

Marca: Merck

NH4CI

EDTA

Reactivo

Polvo cristalino, blanco.
Solubilidad: Soluble en agua,
practicamente insoluble en etanol
al 96%.

PM: 372,24 g/mol.
Marca. Merck

C10H14N2NA2Og
2H,0

Fenolftaleina

Indicador

Polvo blanco.
PM: 318,33g/mol.
Solubilidad: insoluble en agua y
soluble en alcohol.

Marca: Merck

C20H1404

Hidroéxido de

amonio

Reactivo

Liquido limpido, incoloro muy
caustico. Miscible con agua y con
etanol al 96%. Pureza: 28,59%.
Concentracion: 14,8 N. Densidad:
0,9010 g/mol. PM: 17,85 g/mol.
Marca: Fisher Scientific

NHsOH
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Hidréxido de sodio

Reactivo

Perlas casi blancas cristalinas
PM: 39,997 g/mol
Solubilidad: 111 g/100 mL (Agua
a20°C)/13.89 ¢g/100 mL
(alcohol etilico a 20 °C)
Marca: Merck

NaOH

Negro de

eriocromo T

Indicador

Polvo de color oscuro/negro
PM: 461,381g/mol.

Marca: Fisher Scientific

C20H12N3NaO7S

Oxido de Zinc

Estandar

Polvo fino de color blanco e
inodoro.

PM: 81,38 g/mol
Solubilidad (20°C): Soluble en
acidos, soluciones de amonio,
carbonato de amonio y alcalis.

Ligeramente soluble en alcohol y
agua.
Pureza determinada: 100,01%

Zn0O

5.12 Materiales utilizados

NOMBRE DESCRIPCION
Agitador Marca: SYBRON
magnético Modelo: Thermolyne type 7200 stir-light. Serie N°: 275

Balanza analitica

Capacidad: Méxima: 120 g; Minima: 0,0001g

Marca: A&D -- Modelo: GH-120
Serie N° 13506973

Desviacién: 0,1mg
Operacion ambiental: T°: 5-40 °C
HR%: < 85%
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Baldon Kimax. Clase A

Balon .
Capacidad: 1000 £ 0,30 mL.
Marca: Pirex, Clase A
Balon )
Capacidad: 25+ 0,03 mL, 100 = 0,08mL
Marca Kimax, Clase A
Beacker )
Capacidad: 100 mL + 5%, 250 mL £ 5%, 500 mL = 5%.
Bureta de 50 mL
Bureta Marca Kimble TD.
Clase A
Campana

Marca: Labconco
extractora de gases

Capsula de Marca: COORS- USA
porcelana Utilizada para pesar y secar la pasta.
) Marca: Fisher Scientific

Cocina
Modelo: Isotemp
Desecador -
) Marca: Fistreem
Destilador
Modelo: Bransleand
Marca Pirex
Erlenmeyer .
Capacidad: 250 mL + 5%
. Material: Acero Inoxidable
Espéatula N )
Utilizada para pesar reactivos y patrones.
Marca: Fisher Scientific
Horno
Modelo: Isotemp Oven
Magneto Magneto Agitador
Utilizadas para verificacion de balanzas
Marca: Troemner
Masas

Serie N°: 28643
Clase: WTNA
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Mufla

Marca: BLUE

Modelo: Eurotherem

Papel de aluminio

Marca link

Para pesar reactivos

Pera de succion

Marca Fisherbrand

pH metro

Marca: METTLER TOLEDO
Serie N°: 1229135195

Pipetas

volumétricas

Pipeta de 5 mL, 10 mL.
Marca: Kimax-51. Kimble USA.
Clase: A

Pipetas seroldgicas

Pipetas de 2 mL

Marca: Kimax
Clase A
Probeta Probeta de 25 mL, 50 mL y 100 mL
Marca Pyrex USA.
Soporte Marca: Fisher
Termometro Marca: Fisher

Termo hidrémetro

Marca: THOMAS SCIENTIFIC

Ultrasonic Clear

Marca: Bracsonic
Modelo: B3-R

5.13. Muestras utilizadas

NOMBRE DESCRIPCION

Pasta al Agua Semisélido, homogéneo, untuoso al tacto, sin particulas
extrafas, de color blanco. Insoluble en agua y alcohol,
soluble en soluciones diluidas de acidos.

Concentracién determinada: 25,78 %

Placebo Lote 001 Semisélido, homogéneo, untuoso al tacto, sin particulas

extrafias, casi blanco.
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Placebo Lote 002

Semisélido, homogéneo, untuoso al tacto, sin particulas

extrafas, casi blanco.

5.14 Preparacion de reactivos

5.14.1 Acido Clorhidrico 3 N

Diluir 24,8 mL de &cido clorhidrico concentrado en un balon aforado de 100 mL que

contenga previamente 50 mL de agua destilada; aforar con el mismo solvente y agitar.

5.14.2 Acido Sulfdrico 0,1 N

Agregar 500 mL de agua destilada en un balén de 1000 mL, adicionar lentamente 2,8 mL de

acido sulfarico concentrado y aforar con agua destilada.

Normalizar la solucién aplicando el siguiente procedimiento:

Coloque en un erlenmeyer una alicuota de 10 mL de solucion de &cido sulfurico

concentrado y agregar 40 mL agua destilada.

Afada al erlenmeyer 2 gotas de fenolftaleina.

Colocar en una bureta previamente curada NaOH 0,1 N y afiadir con agitacién

constante la solucion basica.

En el momento del cambio de color suspender la adicion de base y medir la cantidad

de NaOH usada en la solucién.

Repetir 5 veces el procedimiento.
Calcular la Normalidad del Acido Sulfurico 0,1 N.

Donde:
Na: Normalidad del Acido (H2SO4).
Va: Volumen del Acido (H2SO.).

Vb * Nb
Na = —
Va
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Nb: Normalidad de la Base (NaOH 0,1 N)
VDb: Volumen de la Base (NaOH 0,1 N)

5.14.3 Acido Sulfarico 1,9 N
Agregar 50 mL de agua destilada a un balén de 100 mL, adicionar lentamente 5,2 mL de

acido sulfarico concentrado y aforar con agua destilada.

5.14.4 Acido Sulfurico 2 N
Agregar 500 mL de agua destilada en un balén de 1000 mL, adicionar lentamente 55,72 mL

de &cido sulfarico concentrado y aforar con agua destilada.

5.14.5 Acido Sulfurico 2,1 N
Agregar 50 mL de agua destilada a un balén de 100 mL, adicionar lentamente 5,2 mL de

acido sulfarico concentrado y aforar con agua destilada.

5.14.6 Anaranjado de Metilo

En un baldon de 25 mL, disolver 25 mg de anaranjado con agua destilada hasta el aforo.

5.14.7 Buffer de Cloruro de Amonio-Amoniaco
e En un beaker de 500 mL, disolver 67,5 g de cloruro de amonio en 300 mL de agua
destilada, transferir la solucién a un balén de 1000 mL.
e Mezclar la solucion con 570 mL de hidroxido de amonio y aforar con agua destilada.

o Verificar que el pH de la solucién esté en pH 10,0 £ 0,2

5.14.8 Fenolftaleina

En un bal6n de 25 mL, disolver 0,25 g de fenolftaleina con agua destilada hasta el aforo.
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5.14.9 Hidroxido de Sodio 0,1 N
En un balén de 1000 mL, disolver 4 g de hidroxido de sodio con agua destilada y completar
con el mismo solvente hasta volumen.
Normalizar la solucion de hidréxido de sodio aplicando el siguiente procedimiento:
e Pesar con exactitud 200 mg de biftalato de potasio, previamente secado a 120° C
durante 2 horas, y disolver en un Erlenmeyer con 75 mL de agua destilada.
e Agregar 3 gotas de fenolftaleina y valorar con la solucion de hidroxido de sodio hasta
obtener un color rosado permanente.
o Realizar el procedimiento 5 veces.

e Calcular la normalidad del Hidréxido de sodio con la siguiente férmula:

_ g de biftalato de potasio
~ 0,20422 x mL NaOH

Donde:
g de Biftalato de potasio: Cantidad pesada en gramos de Biftalato de potasio.
0, 20422: Constante.

mL NaOH: mililitros consumidos de hidroxido de sodio en la valoracion.

5.14.10 Hidroxido de Sodio 1 N
Pesar 4 g de NaOH transferir a un balén de 100 mL, disolver en 30 mL de agua y aforar a

volumen. Agitar.

51411 EDTA 0,04 M
e Pesar 29,76 gde EDTA 'y llevarlos a un balén de 2000 mL.
o Disolver poco a poco con agua destilada y aforar, agitando vigorosamente con ayuda
de un agitador magnético.
e Estandarizar la solucion de EDTA aplicando el procedimiento descrito en el apartado
5.14.12.1
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5.14.12 EDTA 0,05 M
e Pesar 18,6 gde EDTA y llevarlos a un balon de 1000 mL.
e Disolver poco a poco con agua destilada y aforar, agitando vigorosamente con ayuda

de un agitador magnético.

5.14.12.1 Estandarizacion de EDTA 0,05 M

e Pesar exactamente 0,2 g de carbonato de calcio y transferir a un Erlenmeyer de 250
mL, afiadir 10 mL de agua y agitar, formandose una pasta color blanco.

e Cubrir el Erlenmeyer con papel aluminio y disolver la pasta con 2 mL de HCI 3 N.

e Afadir 90 mL de agua destilada lavando las paredes de recipiente, mezclar
utilizando un agitador magnético.

e Afadir 30 mL de EDTA, adicionar 15 mL de NaOH 1 N y una pizca de azul de
Hidroxinaftol.

e Continuar la titulacion con EDTA hasta completo viraje de color rojo vino a azul.

o Realizar el procedimiento 5 veces.

e Calcular la molaridad obtenida con la siguiente formula:

_ (g €aC03)(1000)
~ (100,09 x mL EDTA)

Donde:

g CaCOs: Cantidad pesada en gramos de Carbonato de Calcio.
1000: Constante.

100, 09: Constante.

mL EDTA: mililitros consumido de EDTA.

5.14.13 EDTA 0,06 M
e Pesar 44,64 gde EDTA 'y llevarlos a un balén de 2000 mL.
e Disolver poco a poco con agua destilada y aforar, agitando vigorosamente con ayuda

de un agitador magnético.
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e Estandarizar la solucion de EDTA aplicando el procedimiento descrito en el apartado
5.14.12.1

5.15 Determinacion de la precision (repetibilidad) de la estandarizacion del EDTA (0,05
M)

Preparar 3 niveles de concentracion para la estandarizacion del EDTA: 80 %, 100 % y 120
% de la concentracion nominal del patrén primario (0,2 g de Carbonato de Calcio).

Nivel 1 (80 %): Pesar 160 mg de CaCOzy continuar con el procedimiento de estandarizacion

descrito en el apartado 5.14.12.1. Realizar por triplicado.

Nivel 2 (100 %): Proceder como se indica en el procedimiento de estandarizacion descrito

en el apartado 5.14.12.1. Realizar por triplicado.

Nivel 3 (120 %): Pesar 240 mg de CaCOs y continuar con el procedimiento de
estandarizacion descrito en el apartado 5.14.12.1. Realizar por triplicado.

Realizar el procesamiento estadistico de los resultados determinando:
e Coeficiente de variacion global de las respuestas obtenidas.
¢ Intervalos de confianza individual de cada nivel de concentracion.

e Intervalo de confianza de los valores promedios.

Criterios de aceptacion

PARAMETRO ESTADISTICO CRITERIO DE ACEPTACION
Coeficiente de variacion global <2,0%
Intervalo de confianza resultados Los resultados individuales deben estar
individuales dentro del nivel de confianza calculado.
Intervalo de confianza resultados Los resultados promedios deben estar
promedios dentro del nivel de confianza calculado
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Formulario:

e Coeficiente de variacion:

CV = % x 100
Donde:
s: Desviacion estandar
X: Media

e Intervalos de Confianza:

Individuales: X + t * s

N

Promedios: X + t *

3

Donde:

X: Media de una serie de resultados obtenidos un mismo nivel de concentracion.
t: Valor de la t de Student de tablas para n-1 grados de libertad y o= 0,05

(t Student = 4, 303)

n: Numero de datos

s: Desviacion estandar

5.16 Estabilidad de la solucion de EDTA (0,05M)
e Almacenar la solucion de EDTA preparada a una temperatura de 25 + 5° C (durante
los dias del estudio de validacion).
e Realizar el procedimiento de estandarizacion como se indica en el apartado 5.14.12.1
dia de por medio durante el estudio de validacion.
e Calcular el % Recuperado tomando como referencia la molaridad obtenida en la

estandarizacion en el primer dia de la estandarizacion.
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Criterio de aceptacion
El EDTA es estable si durante el tiempo de estudio, bajo las condiciones adecuadas de
almacenamiento, se obtiene un porcentaje de recobro entre 99, 0 — 101,0 %:

PARAMETRO ESTADISTICO CRITERIO DE ACEPTACION
% Recuperado 99,0% - 101,0%.

% Recuperado

% R = M encontrada de EDTA 100
0N M teodrica de EDTA x

5.17 Determinacion de la dureza del agua destilada
e Tomar una muestra de agua destilada de 100 mL en un Erlenmeyer de 250 mL.
e Adicionar 5 mL de solucion buffer Cloruro de Amonio-Amoniaco.
e Adicionar una pisca de indicador NET vy agitar.
e Valorar con EDTA 0,05 M (previamente estandarizado) hasta viraje de color rojizo a
azul.
e Realizar el procedimiento 5 veces.
e 1mMdeCa*yMg*?equivale a 100 mg/L de Carbonato de Calcio = 1 mM de CaCOs

e Calcular la dureza con las siguientes formulas:

VxMx1000
mlL de muestra

mM Ca*? y Mgt*? =

mM Ca*? y Mg*2x 100 mg
1mM CaCOs

mg CaCO; =

Donde:

V: mililitros consumido de EDTA en la valoracion.
M: Molaridad del EDTA.

1000: Constante.

mL de muestra: mililitros de agua destilada sometida a analisis.
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Criterio de aceptacion

PARAMETRO ESTADISTICO CRITERIO DE ACEPTACION

mg/L CaCO3 < 60,0 mg/L

5.18 Procedimiento para la determinacion de la pureza del estandar de Oxido de Cinc

Pesar en una capsula de porcelana 150 mg de estandar de 6xido de cinc e incinerar a
600 + 20° C por 1 hora. Se obtendra un residuo de color amarillo. Enfriar.

En un Erlenmeyer de 250 mL, disolver el estandar recién incinerado y 250 mg de
cloruro de amonio en 50 mL de &cido sulfurico 0,1 N (previamente estandarizado)
con la ayuda de calor suave.

Cuando la disolucion sea completa, agregar 3 gotas de indicador anaranjado de
metilo.

Valorar el exceso de acido sulfarico con hidréxido de sodio 0,1 N (previamente
estandarizado). Cada mL de &cido sulfarico 0,1 N equivale a 4,069 mg de ZnO.
Repetir el procedimiento 5 veces.

Determinar la pureza (% Recuperado) del estandar con las siguientes férmulas:

MGzno = [Va x Ng] — [Vp x Np] x 40,69

Donde:

mgzno): Mg encontrados de o0xido de zinc en la muestra.

Va: Volumen de acido sulfirico afiadido.

Va: Normalidad del &cido sulfurico.

Vg: Volumen de hidroxido de sodio consumido en la valoracion.

Ng: Normalidad del hidréxido de sodio.

40,69: mili equivalentes gramo de 0xido de cinc.

mg de Zn0O encontrados
%R = — x 100
mg de ZnO tebricos
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Criterio de aceptacion

PARAMETRO ESTADISTICO CRITERIO DE ACEPTACION

% Recuperado 99,0% - 100,5%

5.19 Procedimiento de valoracién del placebo de Pasta al Agua

Pesar exactamente 450 mg de placebo en un crisol de porcelana.

Humedecer la muestra con 0,5 mL de H2SO4 concentrado, calentar hasta su completa
carbonizacion. Luego agregar 0,5 mL de H2SO4 concentrado hasta que no se generen
humos blancos.

Incinerar el residuo a una temperatura de 600 + 20°C por una hora. Enfriar.

Afiadir al residuo 10 mL de &cido sulfarico 2 N.

Transferir la mezcla a un vaso de precipitados y enjuagar el crisol con pequefias
porciones de agua destilada hasta que la mezcla y los enjuagues combinados alcancen
los 50 mL.

Agregar 15 mL de solucién amortiguadora de cloruro de amonio-amoniaco y 1 pizca
de negro de eriocromo T.

Valorar con EDTA 0,05 M (previamente estandarizado) hasta que la solucion se torne
azul.

Realizar el procedimiento 6 veces.

Calcular el promedio del volumen consumido de EDTA.

5.20 Procedimiento para la valoracion de 6xido de cinc en Pasta al Agua

Pesar exactamente 600 mg de pasta en un crisol de porcelana.

Humedecer la muestra con 0,5 mL de H2SO4 concentrado, calentar hasta su completa
carbonizacion. Luego agregar 0,5 mL de H2SO4 concentrado hasta que no se generen
humos blancos.

Incinerar el residuo a una temperatura de 600 + 20°C por una hora. Enfriar.

Anadir al residuo 10 mL de acido sulfurico 2 N.
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e Transferir la mezcla a un vaso de precipitados y enjuagar el crisol con pequefias
porciones de agua destilada hasta que la mezcla y los enjuagues combinados alcancen
los 50 mL.

e Agregar 15 mL de solucion amortiguadora de cloruro de amonio-amoniaco y 1 pizca
de negro de eriocromo T.

e Valorar con EDTA 0,05 M (previamente estandarizado) hasta que la solucidon se torne
azul.

e Realizar el procedimiento 6 veces.

e Calcular el % de ZnO encontrado en la muestra haciendo uso de la siguiente ecuacion:

[VEDTA - (19 X M)] X PM x Mgpr,

MEDTA
%R = x 100
WZnO

Donde:

% R: Porcentaje encontrado de ZnO en la muestra

Vepta: mililitros de EDTA consumidos en la valoracion.

19: Constante que equivale al volumen en mililitros de EDTA consumido en la valoracion
del placebo.

0,05018: Constante que equivale a la Molaridad del EDTA utilizado en la valoracion del
placebo.

MepTa: Molaridad del EDTA utilizado en la valoracion.

Wzno: mg pesados de pasta (600 mg).

Criterios de aceptacion
PARAMETRO ESTADISTICO CRITERIO DE ACEPTACION
% Recuperado 24,0% - 26,0%
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5.21 Procedimiento para determinar la Robustez del método

Evaluar la robustez del método analitico mediante el disefio factorial completo de ocho
experimentos (2°) realizando pequefios cambios en tres factores:

FACTOR A: Concentracion de H2SO4 (Condicion original 2 N; Cambio: 1,9 Ny 2,1 N).
FACTOR B: mL de buffer cloruro de amonio-Amoniaco (Condicion original: 15 mL;
Cambio: 10 mL y 20 mL).

FACTOR C: Concentracion del EDTA (Condicién original 0,05 M; Cambio: 0,04 M y 0,06
M).

FACTORES ) (+)
Concentracion de H2SO4
19N 2,IN
(A)
mL de buffer cloruro de 10 mL 20 mL

amonio-Amoniaco (B)
Concentracion EDTA

(©)

0,04 M 0,06 M

La matriz utilizada para el analisis factorial de los tres factores, asi como sus interacciones

es la siguiente:

N° de
_ A B C AB AC BC ABC
experimento
1 - - - + + + -
2 + - - - - + +
3 - + - - + - +
4 + + - + - - -
5 - - + + - - +
6 + - + - + - -
7 - + + - - + -
8 + + + + + + +
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Sustituyendo los valores (-) y (+) en la matriz, se obtiene la siguiente tabla donde se muestran

los 8 experimentos a realizar:

N° de experimento Factor A Factor B Factor C
1 19N 10 mL 0,04 M
2 2,1N 10 mL 0,04 M
3 19N 20 mL 0,04 M
4 2,1N 20 mL 0,04 M
5 19N 10 mL 0,06 M
6 2,1 N 10 mL 0,06 M
7 19N 20 mL 0,06 M
8 2,1 N 20 mL 0,06 M

5.21.1 Preparacion de las muestras a ensayar

Para cada experimento pesar exactamente 600 mg de pasta en un crisol de porcelana,
humedecer la muestra con 0,5 mL de H2SOa.

Calentar hasta su completa carbonizacién. Luego agregar 0,5 mL de H2SO4 hasta que
no se generen humos blancos.

Incinerar el residuo a una temperatura de 600 + 20°C por una hora. Enfriar.

Afadir al residuo 10 mL de é&cido sulfurico (concentraciéon utilizada en el
experimento).

Transferir la mezcla a un vaso de precipitados y enjuagar el crisol con pequefias
porciones de agua destilada hasta que la mezcla y los enjuagues combinados alcancen
los 50 mL.

Agregar el volumen indicado en el experimento de solucion amortiguadora de cloruro
de amonio-amoniaco y 1 pizca de negro de eriocromo T.

Valorar con la solucion de EDTA de concentracién indicada en el experimento
(previamente estandarizado) hasta que la solucion se torne azul.

Realizar cada experimento por triplicado.

Calcular el % de ZnO encontrado en la muestra haciendo uso de la siguiente ecuacién:

79



“VALIDACION DEL METODO DE VALORACION DE OXIDO DE CINC EN PASTA AL AGUA FABRICADA
POR EL LABORATORIO MAURICIO DIAZ MULLER, APLICANDO LA TECNICA DE VOLUMETRIA
DIRECTA DE FORMACION DE COMPLEJOS, SEPTIEMBRE 2017- SEPTIEMBRE 2018.”

[VEDTA - (19 X M)] X PM x Mgpry

%R = Mepra x 100
mg zno

Donde:

%R: Porcentaje encontrado de ZnO en la muestra

Vepta: mililitros de EDTA consumidos en la valoracion.

19: Constante que equivale al volumen en mililitros de EDTA consumido en la valoracion
del placebo (blanco).

0,05018: Constante que equivale a la Molaridad del EDTA utilizado en la valoracién del
placebo.

Mepta: Molaridad del EDTA utilizado en la valoracion.

mg zno: 150 mg equivalente de ZnO contenidos en los 600 mg de pasta.

Al realizar los ochos experimentos, se obtendran ochos resultados para contenido en
principio activo: R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7, y R8.

Realizar la evaluacién estadistica que evidencie cuél de los factores, o que interacciones entre

ellos tienen una influencia significativa utilizando la siguiente formula:

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)

Influencia de las interacciones del factor AB: AB=1/4 (+ R1-R2-R3+R4 +R5-R6 -
R7 + R8)

Influencia de las interacciones del factor AC: 1/4 (+ R1-R2 + R3-R4 - R5 + R6 - R7 + R8)
Influencia de las interacciones del factor BC: 1/4 (+ R1 + R2-R3-R4-R5-R6 + R7 + R8)
Influencia de las interacciones del factor ABC: 1/4 (-R1+R2+R3-R4+ R5-R6 - R7 +
R8)
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Calcular:
e Promedio de las influencias.
e Desviacion estandar de las influencias
e Dos veces la desviacion estandar (2s).

e Realizar un gréfico de las influencias de los factores.

Criterio de aceptacion
Si el efecto es mayor a dos veces la desviacion estandar agrupada, los efectos son

significativos.

5.22 Procedimientos para determinar la idoneidad del sistema
Determinar la precision de los resultados obtenidos por medio de la evaluacion del blanco y

la evaluacion del estandar.

5.22.1 Preparacion del blanco
e Valorar 5 soluciones placebo como se indica en el apartado 5.19.

e Calcular el coeficiente de variacion de los volimenes de EDTA consumido.

5.22.2 Preparacion de solucion estandar

e Pesar el equivalente a 150 mg de estandar de 6xido de cinc en un crisol de porcelana.

e Incinerar el residuo a una temperatura de 600 + 20°C por una hora. Enfriar.

e Afiadir al residuo 10 mL de acido sulfarico 2 N.

e Transferir la mezcla a un vaso de precipitados y enjuagar el crisol con pequefias
porciones de agua destilada hasta que la mezcla y los enjuagues combinados alcancen
los 50 mL.

e Agregar 15 mL de solucion amortiguadora de cloruro de amonio-amoniaco y 1 pizca
de negro de eriocromo T.

e Valorar con EDTA 0,05 M (previamente estandarizado) hasta que la solucidon se torne

azul.
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o Realizar el procedimiento 5 veces.

e Calcular el coeficiente de variacién de los volimenes de EDTA consumido.

Formulario:
S
CV == x100
X

Donde:
CV: Coeficiente de variacion.
s: Desviacion estandar

X: Media de los voliumenes consumidos de EDTA.

Criterio de aceptacion
PARAMETRO ESTADISTICO CRITERIO DE ACEPTACION

Coeficiente de variacion <1,0%

5.23 Procedimientos para determinar los parametros de validacion.

5.23.1 Selectividad (por adicién de interferencias)
Evaluar la selectividad del método comparando los resultados del analisis de muestras con y

sin analito en presencia de interferencias (matriz).

5.23.1.1 Preparacion de la solucion estandar
e Preparar soluciones estandar como se indica en el apartado 5.22.2

e Repetir el procedimiento 6 veces.
5.23.1.2 Preparacion del Placebo cargado

e Pesar exactamente 450 mg de placebo y el equivalente a 150 mg de Oxido de Zinc en

un crisol de porcelana por separado.
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e Humedecer el placebo con 0,5 mL de H2SO4 concentrado, calentar hasta su completa
carbonizacion. Luego agregar 0,5 mL de H2SO4 concentrado hasta que no se generen
humos blancos.

e Incinerar el residuo de placebo y el estdndar a una temperatura de 600 £ 20°C por una
hora. Enfriar.

e Mezclar los residuos y afiadir 10 mL de acido sulfarico 2 N.

e Transferir la mezcla a un vaso de precipitados y enjuagar los crisoles con pequefias
porciones de agua destilada hasta que la mezcla y los enjuagues combinados alcancen
los 50 mL.

e Agregar 15 mL de solucion amortiguadora de cloruro de amonio-amoniaco y 1 pizca
de negro de eriocromo T.

e Valorar con EDTA 0,05 M (previamente estandarizado) hasta que la solucidon se torne
azul.

e Repetir el procedimiento 6 veces

Determinar:
e Volumen de EDTA consumido por el estandar y el placebo cargado.
e Diferencia entre las medias de los volumenes promedios gastados del placebo
cargado con la del estandar.
e Porcentaje de discrepancia.

e Intervalos de confianza.

Formulario:

e 9% Discrepancia:

, ~ VPC-VE
% Discrepancia = V—Ex100

Donde:
VPC: Volumen promedio de EDTA consumido de la solucion placebo cargado.
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VE: Volumen promedio de EDTA consumido de la solucién estandar.

¢ Intervalos de confianza al 95% para intervalos de medias:

I1C95% =D *t*EE

Donde:

D: Diferencia entre medias.

EE: Error estandar combinado.

t: Estadistico t Student (n1 + Nz-2)o025 = 2.2281

e Diferencia entre medias:

D= Xplacebo cargado ~— Xprincipio activo solo

e Error estandar combinado:

2 2
(Splacebo cargado) + ( Sprincipio activo solo)
n

EE =

Donde:
s: Desviacion estandar.

n: NUmero de determinaciones.

e Desviacién estandar:

Donde:
s: Desviacion estandar.
Xi: Valores individuales.

X: Valor promedio.
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n: Numero de datos.

5.23.2 Linealidad e intervalo

5.23.2.1 Linealidad del sistema: Preparar soluciones estdndares a 5 niveles de
concentraciones 80%, 90%, 100%, 110%, 120% de la concentracion nominal y analizar por
triplicado cada nivel para un total de 15 determinaciones. (n=15)

5.23.2.1.1 Preparacion de las soluciones estandar a diferentes niveles de concentracion

Soluciones al 80 %: Pesar 120 mg de estandar de 6xido de zinc equivalente a 120 mg de

ZnO y continuar como se indica en el apartado 5.22.2. Realizar por triplicado.

Soluciones al 90 %: Pesar 135 mg de estandar de éxido de zinc y continuar como se indica

en el apartado 5.22.2. Realizar por triplicado.

Soluciones al 100 %: Pesar 150 mg de estandar de 6xido de zinc y continuar como se indica

en el apartado 5.22.2 Realizar por triplicado.

Soluciones al 110 %: Pesar 165 mg de estandar de 6xido de zinc y continuar como se indica

en el apartado 5.22.2 Realizar por triplicado.

Soluciones al 120 %: Pesar 180 mg de estandar de 6xido de zinc y continuar como se indica
en el apartado 5.22.2 Realizar por triplicado.

Determinar:
e Coeficiente de variacidn de los factores respuesta.
e Coeficiente de correlacion y de determinacion.

¢ Intervalo de confianza para la pendiente e intercepto.
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e Prueba T para la pendiente e intercepto.

e Andlisis de varianza ANOVA.
e Test de Cochran.
e Gréfico residual.

e PruebasF.

Criterios de aceptacion:

PARAMETROS ESTADISTICOS

CRITERIOS DE ACEPTACION

Coeficiente de variacion <2,0%
Coeficiente de correlacion >0,998
Coeficiente de determinacion >0,995

Intervalo de confianza para el intercepto

El valor debe incluir el valor de cero.

Intervalo de confianza para la pendiente

El intervalo no debe incluir el valor de

cero.
Anadlisis de varianza ANOVA Flexp > Fltabia (4,667)
F2exp < F2tabla (3,708)

Test de Cochran Gexp< Gtabla (0,68)

Prueba T para la pendiente

Texp > Ttabla (2,16)

Prueba T para el intercepto

Texp< Ttabia (2,16)

Grafico residuales

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

tendencia.

Prueba F

Flexp > Fliabla

5.23.2.2 Linealidad del método: Para la determinacidn experimental de la linealidad del
método trabajar con el producto terminado de Pasta al agua. Preparar soluciones
independientes a 5 niveles de concentracion y analizar por triplicado cada nivel para un total
de 15 determinaciones (n=15). Las concentraciones se encuentran dentro del intervalo

establecidos de 80-120% de la concentracién prevista de trabajo.
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5.23.2.2.1 Preparacion de las muestras a diferentes niveles de concentracion

Soluciones al 80 %: Pesar 480 mg de pasta equivalente a 120 mg de ZnO vy transferir a un
Erlenmeyer y continuar con el procedimiento descrito en el apartado 5.20. Realizar por

triplicado.

Soluciones al 90 %: Pesar 540 mg de pasta equivalente a 135 mg de ZnO vy transferir a un
Erlenmeyer y continuar con el procedimiento descrito en el apartado 5.20. Realizar por

triplicado.

Soluciones al 100 %: Pesar 600 mg de pasta equivalente a 150 mg de ZnO y transferir a un
Erlenmeyer y continuar con el procedimiento descrito en el apartado 5.20. Realizar por

triplicado.

Soluciones al 110 %: Pesar 660 mg de pasta equivalente a 165 mg de ZnO vy transferir a un
Erlenmeyer y continuar con el procedimiento descrito en el apartado 5.20. Realizar por

triplicado.

Soluciones al 120 %: Pesar 720 mg de pasta equivalente a 180 mg de ZnO y transferir a un
Erlenmeyer y continuar con el procedimiento descrito en el apartado 5.20. Realizar por

triplicado.

Determinar:
e Coeficiente de variacion de los factores respuesta.
e Coeficiente de correlacion y de determinacion.
¢ Intervalo de confianza para la pendiente e intercepto.
e Prueba T para la pendiente e intercepto.
e Andlisis de varianza ANOVA.
e Test de Cochran.

e Grafico residual.
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e Pruebas F.

Criterios de aceptacion

PARAMETROS ESTADISTICOS

CRITERIOS DE ACEPTACION

Coeficiente de variacion <3,0%
Coeficiente de correlacion > 0,998
Coeficiente de determinacion > 0,995

Intervalo de confianza para el

intercepto

El valor debe incluir el valor de cero.

Intervalo de confianza para la pendiente

El intervalo no debe incluir el valor de cero.

Anaélisis de varianza ANOVA Flexp > Fltania (4,667)
FZexp < FZtabIa (3,708)
Test de Cochran Gexp< Gtania (0,68)

Prueba T para la pendiente

Texp > Ttabla (2,16)

Prueba T para el intercepto

Texp< Ttabla (2 ) 16)

Grafico residuales

La distribucién de los puntos debe ser aleatoria

y no debe reflejar ninguna tendencia.

Prueba F

Flexp > Flabla

Formulario:

e Coeficiente de variacion:

Donde:

CV: Coeficiente de variacion.

s: Desviacion estandar

X: Media de los factores respuestas.

s
CV == x100
X

88




“VALIDACION DEL METODO DE VALORACION DE OXIDO DE CINC EN PASTA AL AGUA FABRICADA
POR EL LABORATORIO MAURICIO DIAZ MULLER, APLICANDO LA TECNICA DE VOLUMETRIA
DIRECTA DE FORMACION DE COMPLEJOS, SEPTIEMBRE 2017- SEPTIEMBRE 2018.”

e Ecuaciones para la recta

Ecuacién de la recta:

y=bx+a
Valor estimado para Xi:
yi = bxi +a
Valor residual (y = grupos):
ei=3Yi—yi
Termino independiente:
. Xy—bXxx
a=y—bx =
n
Pendiente:
_Xxy—XxXy
nYx?— (X x)?
Coeficiente de correlacion:
Xx—0)(y—-)

T G0

Coeficiente de determinacion:
SCREG
SCr

2:
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Varianza residual:

Varianza de la pendiente:

2
SZ — Sy+x
2

2 (X X)

DE b

Varianza del termino independiente:

Y x?

Sa =S5 =

e ANOVA
Suma de cuadrados | Gradosde | Varianza Estadistico F
libertad
Regresion SCrec = 21 (91 — 1 Vrec F, = Vrea
7)? VrEs
Falta de ajuste | SCrgs = X n;(9; — k-2 VA F, = Vra
)2 Vexp

Error N V
0 SCE = Z(yl' - 9)? zni —k =P

experimental

Total SCr = Z(Yi —y)? zni -1

Donde:

X: Media de x

y: Mediade y

SCrec: Suma de cuadrados debido a la regresion.

VRec: Varianza de regresion.
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SCres: Variacion residual debida al error experimental dentro de los grupos mas la variacion
debido a la falta de ajuste.

Vres: Varianza residual.

SCexp: Calculo del error experimental (suma de cuadrados debido a las réplicas de las series.)
VEexp: Varianza de error experimental.

SCt: Suma de cuadrados totales.

e Test de G Cochran:

2 -
G _ S maxima
EXP = —Z 7
Si

Geapia = (k=5mn=3,a=0,05)=0,68

e Test de proporcionalidad:

s, se obtiene a partir del calculo de la varianza residual s

5.23.3 Precision
La precision, se evalta por medio de la repetibilidad del sistema, repetibilidad del método y
de la precision intermedia del método.

5.23.3.1 Repetibilidad del sistema
Preparar 10 soluciones estandares como se indica en el apartado 5.22.2 y realizar

procedimiento por un mismo analista, un mismo instrumento y en el mismo dia.

Determinar:
Coeficiente de variacion de los voliumenes de EDTA consumido haciendo uso de la siguiente

ecuacion:

s
CV == x100
X
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Donde:
CV: Coeficiente de variacion.
s: Desviacion estandar

X: Media de factores respuestas (volimenes de EDTA consumido).

Criterio de aceptacion
PARAMETRO ESTADISTICO CRITERIO DE ACEPTACION

Coeficiente de variacion <10%

5.23.3.2 Repetibilidad del método:
Analizar por triplicado soluciones muestras (producto terminado de Pasta al agua) y
soluciones placebo a 3 niveles de concentracion diferentes (80 %, 100 % y 120 %), realizado

por un mismo analista, un mismo instrumento y en el mismo dia.

5.23.3.2.1 Soluciones muestras (producto terminado):

Nivel 1: 80 %
e Pesar exactamente 480 mg de pasta en un crisol de porcelana y continuar con el
procedimiento descrito en el apartado 5.20.

¢ Repetir el procedimiento 3 veces

Nivel 2: 100 %
e Realizar el procedimiento como se indica en el apartado 5.20

e Repetir el procedimiento 3 veces.

Nivel 3: 120 %
e Pesar exactamente 720 mg de pasta en un crisol de porcelana y continuar con el
procedimiento descrito en el apartado 5.20

e Repetir el procedimiento 3 veces.
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5.23.3.2.2 Soluciones placebo:

Nivel 1: 80 %
e Pesar exactamente 360 mg de placebo en un crisol de porcelana y continuar con el
procedimiento descrito en el apartado 5.19.

e Repetir el procedimiento 3 veces.

Nivel 2: 100 %
o Realizar el procedimiento como se indica en el apartado 5.19.

e Repetir el procedimiento 3 veces.

Nivel 3: 120 %

e Pesar exactamente 540 mg de placebo en un crisol de porcelana y continuar con el

procedimiento descrito en el apartado 5.19.

Determinar:
e Volumen consumido de EDTA por el placebo y la muestra de Pasta al Agua en cada
nivel de concentracion.
e mg de déxido de cinc presente en la muestra por cada nivel de concentracion.
e Coeficiente de variacion de la concentracion (mg) e intervalos de confianza de los
valores individuales por cada nivel de concentracion.
e Coeficiente de variacion de la concentracion (mg) promedio e intervalo de confianza

del promedio por cada nivel de concentracion.

Criterios de aceptacion

PARAMETROS ESTADISTICOS CRITERIOS DE ACEPTACION
Coeficiente de variacion <20%
Intervalo de confianza resultados El resultado individual debe estar dentro
individuales del intervalo de confianza calculado.
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Intervalos de confianza resultados El resultado promedio debe estar dentro del
promedios intervalo de confianza calculado.
Formulario:
e mg ZnO:

mygzno = (Vmuestra - Vplacebo) *T * f
Donde:
V muestra: Mililitros de EDTA consumido de la solucion muestra (Pasta al Agua).
V placebo: Mililitros de EDTA consumido de la solucion placebo (Pasta al Agua).
T: titre (cada mL EDTA 0,05 M equivale a 4,069 mg de ZnO).

f: factor de correccion.

e Factor de correccion:
_ MEDTAeq
M EDTAte()rica

e Coeficiente de variacion:

s
CV == x100
X

Donde:
CV: Coeficiente de variacion
s: Desviacion Estandar

X : Media de factores respuestas.

e Intervalos de confianza:
Individuales: X + t * s

N

Promedios: X + t *

3

Donde:
X: Media de una serie de resultados obtenidos un mismo nivel de concentracion.
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t: Valor de la t de Student de tablas para n-1 grados de libertad y a= 0,05 (t=4,403)
n: NUmero de analisis

s: Desviacion estandar

5.23.3.3 Precision intermedia del método
Para evaluar la precision intermedia del método realizar una serie de analisis sobre la misma
muestra (producto terminado de Pasta al Agua) a la concentracion nominal en diferentes

condiciones de operacion (3 dias diferentes y 3 analistas).

Cada analista debe de realizar por triplicado el procedimiento descrito en el apartado 5.20,
por tres dias consecutivos, para un total de 27 réplicas.
Determinar:
e Porcentaje recuperado de 6xido de cinc presente en la muestra (cada una de las
réplicas).
e Coeficiente de variacidn del porcentaje de recuperacion por dia y analista.

e Coeficiente de variacién global por dia y coeficiente de variacién global.

Criterios de aceptacion

PARAMETROS ESTADISTICOS CRITERIOS DE ACEPTACION
Coeficiente de variacién por dia y analista <2,0%
Coeficiente de variacién global por dia <2,0%
Coeficiente de variacién global <3,0%
Formulario:

e Porcentaje de recuperacion:

[VEDTA - (19 X M)] X PM x Mgppr,

%R = Mgpra4 x 100
mg zno
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Donde:

%R: Porcentaje encontrado de ZnO en la muestra

Vepta: mililitros de EDTA consumidos en la valoracion.

19: Constante que equivale al volumen en mililitros de EDTA consumido en la valoracion
del placebo (blanco).

0,05018: Constante que equivale a la Molaridad del EDTA utilizado en la valoracién del
placebo.

Mepta: Molaridad del EDTA utilizado en la valoracion.

mg zno: 150 mg equivalente de ZnO contenidos en los 600 mg de pasta.

e Coeficiente de variacion:

s
CV == x100
X

Donde:
s: Desviacion Estandar

X: Media de factores respuestas.

5.23.4 Exactitud
La exactitud se determina a través del método Placebo cargado. Se preparan soluciones
placebo cagado a tres niveles de concentraciéon 80 %, 100 % y 120 % de la concentracion

nominal, cada una de las soluciones se analizan por triplicado.

5.23.4.1 Preparacion de la solucién placebo cargado al 80 %
e Pesar exactamente 360 mg de placebo y el equivalente a 120 mg de Oxido de Zinc en
un crisol de porcelana por separado.
e Humedecer el placebo con 0,5 mL de H2SO4 concentrado, calentar hasta su completa
carbonizacion. Luego agregar 0,5 mL de H2SO4 concentrado hasta que no se generen

humos blancos.
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Incinerar el residuo de placebo y el estdndar a una temperatura de 600 + 20°C por una
hora. Enfriar.

Mezclar los residuos y afiadir 10 mL de acido sulfdrico 2 N.

Transferir la mezcla a un vaso de precipitados y enjuagar los crisoles con pequefias
porciones de agua destilada hasta que la mezcla y los enjuagues combinados alcancen
los 50 mL.

Agregar 15 mL de solucion amortiguadora de cloruro de amonio-amoniaco y 1 pizca
de negro de eriocromo T.

Valorar con EDTA 0,05 M (previamente estandarizado) hasta que la solucidn se torne
azul.

Repetir el procedimiento 3 veces.

5.23.4.2 Preparacion de la solucion placebo cargado al 100 %

Preparar como se indica en el apartado 5.23.1.2

Repetir el procedimiento 3 veces.

5.23.4.3 Preparacion de la solucion placebo cargado al 120 %

Pesar exactamente 540 mg de placebo y el equivalente a 180 mg de Oxido de Zinc en
un crisol de porcelana por separado.

Humedecer el placebo con 0,5 mL de H.SO4 concentrado, calentar hasta su completa
carbonizacion. Luego agregar 0,5 mL de H2SO4 concentrado hasta que no se generen
humos blancos.

Incinerar el residuo de placebo y el estdndar a una temperatura de 600 £ 20°C por una
hora. Enfriar.

Mezclar los residuos y afiadir 10 mL de acido sulfdrico 2 N.

Transferir la mezcla a un vaso de precipitados y enjuagar los crisoles con pequefias
porciones de agua destilada hasta que la mezcla y los enjuagues combinados alcancen
los 50 mL.
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e Agregar 15 mL de solucién amortiguadora de cloruro de amonio-amoniaco y 1 pizca
de negro de eriocromo T.

e Valorar con EDTA 0,05 M (previamente estandarizado) hasta que la solucion se torne
azul.

e Repetir el procedimiento 3 veces.

Determinar:
e Porcentaje de recuperacion de ZnO presente en la muestra en cada nivel de
concentracion en base al 100 % de concentracion.
e Porcentaje de recuperacion promedio de los 3 niveles de concentracion.
e Coeficiente de variacion de los % de recuperacion.

e Test de student y Test Cochran.

Criterios de aceptacion

PARAMETROS ESTADISTICOS CRITERIOS DE ACEPTACION
Porcentaje de recuperacion promedio 100,0£2,0%
Coeficiente de variacion <2,0%
Test Cochran G exp < G tavla (0,87)
Test Student t exp <t tabla (2,30)
Formulario:

e Porcentaje de recuperacion:

(Vmuestra - Vplacebo) * T x f
WZnO

%R = x 100

Donde:

V muestra: Mililitros de EDTA consumido de la solucion muestra (Pasta al Agua).
V placebo: Mililitros de EDTA consumido de la solucion placebo (Pasta al Agua).
T: titre (cada mL EDTA 0,05 M equivale a 4,069 mg de ZnO).
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f: factor de correccion.

Wzno: mg de Oxido de cinc presente tedricamente en la muestra.

Nota: Tomar como referencia los volimenes de EDTA consumido por el placebo en los
ensayos realizados en el parametro de repetibilidad del método por cada nivel de

concentracion.

e Factor de correccion:

_ MEDTAcq
M EDTAte()rica
e Coeficiente de variacion:
S
CV == x100
X
Donde:
s: Desviacion Estandar
X: Media de factores respuestas.
e Test de Cochran:
s?maximo
T TS

Geapia = (@ = 0,05,k = 3,n = 3) = 0,8709
e Test de Student:

1100 — X| *vn

Lexperimental = cV

99



“VALIDACION DEL METODO DE VALORACION DE OXIDO DE CINC EN PASTA AL AGUA FABRICADA
POR EL LABORATORIO MAURICIO DIAZ MULLER, APLICANDO LA TECNICA DE VOLUMETRIA

DIRECTA DE FORMACION DE COMPLEJOS, SEPTIEMBRE 2017- SEPTIEMBRE 2018.”

VI.

6.1 Estandarizacion del EDTA 0,04 M; 0,05 M y 0,06 M

RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

En la siguiente tabla se muestran los resultados obtenidos de la estandarizacién de EDTA

realizando el procedimiento descrito en el apartado 5.14.12.1:

Tabla N°1: Resultados de la estandarizacion del EDTA

Réplica|CaCOs3| Volumen | Molaridad| Volumen |Molaridad | Volumen |Molaridad
(0) gastado gastado gastado
de EDTA de EDTA de EDTA
(mL) (mL) (mL)

0,04 M 0,06 M 0,06 M
1 0,2 49,2 0,0406 39,7 0,05033 32,8 0,06092
2 0,2 49,3 0,04053 39,9 0,05008 32,9 0,06073
3 0,2 49,5 0,04036 39,9 0,05008 32,9 0,06073
4 0,2 49,4 0,04044 39,8 0,05021 32,8 0,06092
5 0,2 49,5 0,04036 39,7 0,05033 32,7 0,06110
Media 0,04046 Media 0,05018 Media 0,06088

Andlisis de los resu

Itados:

La molaridad obtenida en la estandarizacion de EDTA fue de 0,04046 M, 0,05018 M,
0,06088 M; siendo proximo a los valores esperados de 0,04 M, 0,05 M y 0,06 M

respectivamente.

6.2 Precision de la estandarizacion de EDTA 0,05 M

Para conocer la variabilidad de los resultados en el método de estandarizacion del EDTA, se

realizé el estudio de la precision mediante la repetibilidad a tres niveles de concentracion (80

%, 100 % y 120 %), cada uno por triplicados como se indica en el apartado 5.15. Los

resultados se muestran en la siguiente tabla:
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Tabla N°2: Resultados de la repetibilidad de la estandarizacion del EDTA 0,05 M

Nivel de Numero de | Concentracion Intervalo de Intervalo de
Concentracion | repeticiones | obtenida (M) confianza confianza
Individual promedio
Superior | Inferior | Superior | Inferior
1 0,04964
80% 2 0,04980
3 0,04980
T T 0,05013 | 0,04936 | 0,04997 | 0,04953
S 8,92887E-05
Ccv 0,18 %
1 0,05033
100% 2 0,05021
3 0,05021
T ST 0,05056 | 0,04993 | 0,05043 | 0,05007
S 7,30138E-05
Ccv 0,15 %
1 0,05016
120% 2 0, 05027
3 0,05016
T I 0,05046 | 0,04994 | 0,05035 | 0,05005
S 6,07175E-05
Ccv 0,12 %
Media Global 0,05007
s Global 1,43317E-05
CV Global 0,03 %
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Anélisis de los resultados:

No hay variabilidad significativa en los resultados obtenidos en el método de estandarizacion
de EDTA a diferentes niveles de concentracion en las condiciones establecidas, verificando
mediante la obtencidn del coeficiente de variacion cuyo resultado obtenido es de 0,03 %
cumpliendo con el criterio de aceptacion ya que el valor es menor al 2,0 %. Ademas, las
concentraciones obtenidas individuales y promedio del EDTA estan dentro de los intervalos
de confianza individual e intervalo de confianza global para cada nivel de concentracion
evaluado. Por tanto, el método de estandarizacion del EDTA es preciso al realizar el ensayo

en los diferentes niveles de concentracion.

6.3 Estabilidad del EDTA 0,05 M

Para verificar la estabilidad de la solucion de EDTA utilizada, se realizo el procedimiento de
estandarizacion dia de por medio durante el estudio de la validacion. Realizando cada
procedimiento por triplicado como se indica en el apartado 5.16. Los resultados se muestran

en la siguiente tabla:

Tabla N°3: Resultados de la estabilidad del EDTA 0,05 M.

Estabilidad del EDTA (0,05M)
Tiempo N° de Concentracion %
(dia) repeticiones | Molar obtenida | Recobro
1 0,0505 100,64
2 0,0499 99,44
Dial
3 0,0502 100,04
Media 0,0502 100,04
1 0,05033 100,30
2 0,0502 100,04
Dia 2
3 0,0502 100,04
Media 0,05024 100,13
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1 0,05008 99,80
2 0,05017 99,98
Dia 3
3 0,05058 100,80
Media 0,05028 100,19
1 0,05033 100,30
2 0,05048 100,60
Dia 4
3 0,05025 100,14
Media 0,05035 100,35
1 0,05033 100,30
2 0,05058 100,80
Dia5
3 0,0502 100,04
Media 0,05037 100,38
1 0,05033 100,30
2 0,05041 100,46
Dia 6
3 0,05025 100,14
Media 0,05033 100,30
1 0,04995 99,54
2 0,0503 100,24
Dia 7
3 0,0505 100,64
Media 0,05025 100,14
1 0,05025 100,14
2 0,05033 100,30
Dia 8
3 0,0502 100,04
Media 0,05026 100,16
1 0,05008 99,80
2 0,0502 100,04
Dia 9 3 0,05033 100,30
Media 0,05020 100,05
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1 0,05023 100,10
2 0,05051 100,66
Dia 10
3 0,05034 100,32
Media 0,05036 100,36

Grafico N°1: Estabilidad del EDTA 0,05 M.
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Andlisis de los resultados:

En el grafico N°1 se muestra que la solucion de EDTA preparada para la valoracién de 6xido
de cinc en Pasta al Agua, se mantuvo estable durante el estudio de la validacion en las
condiciones de almacenamiento establecidas (25 + 5°C, en recipiente tapado), ya que durante
este tiempo; el porcentaje recuperado de EDTA se mantuvo dentro del criterio de aceptacion
establecido que es de 99,0 % al 101,0 %.

6.4 Determinacién de la dureza del agua

Para determinar la dureza del agua destilada que se utilizd en la preparacion de soluciones y
reactivos, se realizé el procedimiento indicado en el apartado 5.17. El procedimiento se llevo
a cabo con el objetivo de verificar que no haya metales presentes en el agua como son el
Calcio y Magnesio que puedan interferir en la realizaciéon de cada uno de los parametros de

la validacion. Los resultados se muestran en la siguiente tabla:
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Tala N°4: Resultados de la dureza del agua

N° de replica Volumen de EDTA consumido
1 0,0 mL
2 0,0 mL
3 0,0 mL
4 0,0 mL
5 0,0 mL

Andlisis de los resultados:

En la determinacion de la dureza del agua destilada no hubo consumo de EDTA, ya que al
momento de adicionar el indicador (NET) en la valoracion, inmediatamente se obtuvo un
color azul, lo que indica que el indicador no form6 complejos con metales y que estaba en su
forma libre. Por lo que se puede concluir que hay 0 mg de CaCOsen el agua destilada, lo que
indica que no hubo presencia de metales Ca** y Mg*?; cumpliendo de esta manera con el
criterio de aceptacion (CaCOs < 60,0 mg/L) para que el agua sea utilizada. Por tanto, se
procede a su uso ya que el agua no posee metales que interfieran en dicho estudio. El agua
destilada utilizada durante la validacion del método analitico es blanda.

6.5 Pureza del estandar Oxido de Cinc.
Para determinar la pureza del estandar 6xido de cinc, se realiz una serie de 5 andlisis, como
se indica en el apartado 5.18, los resultados se muestran en la siguiente tabla:

Tabla N° 5: Resultados de la pureza del estdndar de ZnO
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N° de |Normalidad| Normalidad Volumen Volumen Cantidad %R
replica | del NaOH | del H2SO4 de H2SO4 | consumido de | encontrada
(mL) NaOH (mL) (mg)
1 50,0 12,6 150,25 100,17
2 50,0 12,7 149,85 99,90
3 0,098732 0,098732 50,0 12,7 149,85 99,90
4 50,0 12,6 150,25 100,17
5 50,0 12,7 149,85 99,90
Media 100,01
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Anélisis de los resultados:
La pureza obtenida de 6xido de cinc es de 100,01 % el cual se encuentra dentro del criterio
de aceptacion establecido: 99,0 — 100,5%.

6.6 Valoracion del placebo de Pasta al Agua (Blanco)

Para determinar la cantidad de volumen de EDTA que consume el placebo se procedio a
realizar el procedimiento descrito en el apartado 5.19, los resultados se muestran a
continuacion:

Tabla N°6: Resultados de la valoracion del placebo

. Cantidad pesada MOCLulEn de_
N° de replica d EDTA consumido
e Placebo (mg)

(mL)

1 450,0 19,0

2 450,0 18,9

3 450,0 19,0

4 450,0 18,9

5 450,0 19,2
Promedio 19,0

Andlisis de los resultados:

El volumen promedio consumido de EDTA por el placebo es de 19,0 mL. Este volumen se
utilizé en nuestro modelo matematico para corregir el volumen de EDTA consumido en la
valoracion de éxido de cinc en la Pasta al Agua. Este resultado es considerado como el valor

del volumen consumido por el blanco en las volumetrias.
6.7 Valoracion (cuantificacion) de 6xido de cinc en Pasta al Agua

Se realiz6 la valoracién de 6xido de cinc en pasta al agua como se indica en el apartado 5.20,

los resultados se muestran a continuacion:
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Tabla N°7: Cuantificacion de o6xido de cinc en Pasta al Agua

Analisis de los resultados:

N°de | Concentracion mg de mL mL de mg %R
replica | de EDTA (M) Pasta consumido EDTA encontrados
utilizados | de EDTA promedio de ZnO
por la consumido
Pasta por el
Placebo
(mL)
1 0,05018 600,0 56,5 19,0 153,14 25,52
2 0,05018 600,0 57,0 19,0 155,18 25,86
3 0,05018 600,0 56,9 19,0 154,77 25,80
4 0,05018 600,0 57,1 19,0 155,59 25,93
5 0,05018 600,0 56,9 19,0 154,77 25,80
Media 25,78

El porcentaje de recuperado promedio obtenido de 6xido de cinc en la Pasta al Agua es de

25,78 % encontrandose dentro de los intervalos establecidos 24,0 % a 26,0 % indicando que

la pasta contiene la correcta cantidad de 6xido de cinc para ser utilizada en nuestro estudio.

6.8 Robustez

Para determinar si el método analitico tenia capacidad para permanecer inalterado ante

pequefias variaciones, se realizé el ensayo de robustez aplicando el disefio factorial (2%), en

donde se procedi6 a realizar ocho experimentos, evaluando la influencia de tres factores

(concentracion del H>SOa, mililitros de solucion buffer cloruro amonio-amoniaco y

concentracion del EDTA). Para llevar a cabo este procedimiento se aplico lo indicado en el

apartado 5.21, obteniendo los siguientes resultados:

107




“VALIDACION DEL METODO DE VALORACION DE OXIDO DE CINC EN PASTA AL AGUA FABRICADA
POR EL LABORATORIO MAURICIO DIAZ MULLER, APLICANDO LA TECNICA DE VOLUMETRIA

DIRECTA DE FORMACION DE COMPLEJOS, SEPTIEMBRE 2017- SEPTIEMBRE 2018.”

Tabla N°8: Volumenes promedios de EDTA consumidos en los experimentos y %

promedio recuperado

Ensayo
NO

A
Concentracion
de H2SO4 (N)

(mL
buffer)

C

Concentracion
de EDTA (M)

Volumen
de EDTA
(mL)

Promedio
volumen EDTA
(mL)

% R

19

10,0

0,04046

69,9

70,2

70,3

70,1

102,22

2,1

10,0

0,04046

70,5

70,4

70,3

70,4

102,81

19

20,0

0,04046

70,2

70,5

70,1

70,3

102,52

2,1

20,0

0,04046

70,4

70,4

70,3

70,4

102,73

1,9

10,0

0,06088

46,5

46,4

46,5

46,5

101,75

2,1

10,0

0,06088

46,8

46,7

46,7

46,7

102,63

1,9

20,0

0,06088

46,6

46,5

46,6

46,6

102,08

2,1

20,0

0,06088

46,7

46,5

46,6

46,6

102,19
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Tabla N° 9: Resultados de la influencia de los factores y sus interacciones

Ensayo
e R A B C AB AC BC ABC
1 102,22 | -102,22 | -102,22 | -102,22 | 102,22 | 102,22 | 102,22 | -102,22
2 102,81 | 102,81 | -102,81 | -102,81 | -102,81 | -102,81 | 102,81 | 102,81
3 102,52 | -102,52 | 102,52 | -102,52 | -102,52 | 102,52 | -102,52 | 102,52
4 102,73 | 102,73 | 102,73 | -102,73 | 102,73 | -102,73 | -102,73 | -102,73
5 101,75 | -101,75 | -101,75 | 101,75 | 101,75 | -101,75 | -101,75 | 101,75
6 102,63 | 102,63 | -102,63 | 102,63 | -102,63 | 102,63 | -102,63 | -102,63
7 102,08 | -102,08 | 102,08 | 102,08 | -102,08 | -102,08 | 102,08 | -102,08
8 102,19 | 102,19 | 102,19 | 102,19 | 102,19 | 102,19 | 102,19 | 102,19
S 0,4489 | 0,0273 | -0,4069 | -0,2841 | 0,0465 | -0,0824 | -0,1012

Promedio Influencias -0,0503
Desviacion estandar promedio 0,2739
25 0,5477

Gréfico N°2: Influencia de los factores y sus interacciones en la robustez

Influencia de los factores en la Robustez
del método

0.6
0.4

0.2
- - |S
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Analisis de los resultados:

Al evaluar la influencia de tres factores (concentracion de H.SO4, mL buffer, concentracion
de EDTA), mediante el disefio factorial de ocho experimentos (2°) en el ensayo de Robustez,
se obtuvo que éstos no superan el limite superior e inferior a dos veces la desviacion estandar,
tal como se muestra en el grafico N°2. Esto indica que el método de valoracion de oxido de
cinc aplicando la técnica de volumetria directa de formacion de complejos, tiene la capacidad
de permanecer inalterado ante pequefias y deliberadas variaciones que pueden producirse
durante su utilizacién y proporciona resultados validos en presencia de estos cambios. Por

tanto, el método es robusto en las condiciones establecidas en la técnica analitica.
6.9 ldoneidad del sistema
El procedimiento de la idoneidad del sistema se llevd a cabo como se indica en el apartado

5.22. Los resultados se muestran en siguiente tabla:

Tabla N°10: Idoneidad del sistema

Volumen EDTA Volumen EDTA
No de réplica | consumido (mL) consumido (mL)
por el placebo por el estandar
1 19,0 36,6
2 18,9 36,7
3 19,0 36,7
4 18,9 36,6
5 19,2 36,7
Media 19,0 36,6
S 0,1225 0,0547
CcVv 0,64 % 0,15 %

Anélisis de los resultados:

El coeficiente de variacion (CV) obtenido del volumen consumido de EDTA por el blanco y
por estandar en 5 repeticiones fueron de 0,64 % y 0,15 % respectivamente; los cuales
cumplen con el criterio de aceptacion (CV < 1,0 %), lo que indica que el sistema (analista,
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reactivos e instrumento) es idéneo para llevar a cabo la valoracion de 6xido de cinc en las

condiciones que se han establecido y para validar el método analitico.

6.10 Selectividad

Para determinar la capacidad del método analitico para cuantificar el principio activo de
forma inequivoca, en presencia de otras sustancias quimicas, se realizé el procedimiento de
determinacion de la selectividad por adicion de interferencia; en donde se compar6 los
resultados obtenidos del andlisis de seis muestras de principio activo solo con el analisis de
seis muestras matriz + principio activo (placebo cargado). Se realiz6 el procedimiento como

se indica en el apartado 5.23.1 obteniendo los siguientes resultados:

Tabla N° 11: Resultados (% de discrepancia) de la selectividad

N° de Réplica Volumen de EDTA Volumen de EDTA
consumido por el consumido por principio
placebo cargado (mL) activo solo (mL)

1 55,9 36,6
2 56,6 36,7
3 56,1 36,6
4 55,6 36,7
5 56,1 36,7
6 55,4 36,7

Media 55,95 36,7
s 0,4230 0,05163

% de Discrepancia 52,59

Tabla N° 12: Resultados de los intervalos de confianza calculados

Diferencia entre medias 19,28 mL
Error estandar combinado 0,4236
Estadistico t de Student (t tabla) 2,2281
Intervalo de confianza (mL)
Superior 20,22
Inferior 18,33
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Anélisis de los resultados:

Se observa un sesgo positivo de 52,59 %. Este valor nos indica que el placebo cargado
consume 52,59 % mas de EDTA que el estandar. Consideramos que este volumen esta
relacionado a la presencia de interferencias en nuestra matriz (excipientes como el Talco

simple-silicato magnésico hidratado que lleva la formulacién de la Pasta al Agua).

El aumento en el volumen consumido de solucion valorante para la determinacion del
principio activo en presencia de la matriz de excipientes se sitGa entre 18,33 mL y 20,22 mL.

El sesgo maximo posible, con una confianza del 95 % es de 20,22 mL,

El método de valoracién de 6xido de cinc el Pasta al Agua aplicando la técnica de volumetria
directa de formacion de complejos no es completamente selectivo, sin embargo, el método
puede ser utilizado si se realiza una correccion del volumen real consumido de EDTA por el
oxido de cinc presente en nuestra muestra. Por lo que proponemos aplicar la siguiente

ecuacion para el célculo del % Recuperado:

[VEDTA ~ (19 M)} X PM x Mgpr,

%R = Mppra x 100
mg Zno0

Donde:

%R: Porcentaje encontrado de ZnO en la muestra

Vepta: mililitros de EDTA consumidos en la valoracion.

19: Constante que equivale al volumen en mililitros de EDTA consumido en la valoracion
del placebo.

0,05018: Constante que equivale a la Molaridad del EDTA utilizado en la valoracion del
placebo.

Mepta: Molaridad del EDTA utilizado en la valoracion.

Wzno: mg pesados de pasta (600 mg).
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6.11 Linealidad e Intervalo

6.11.1 Linealidad del Sistema

La linealidad del sistema se realizd siguiendo el procedimiento descrito en el apartado
5.23.2.1 utilizando concentraciones del 80 %, 90 %, 100 %, 110 % y 120 % de la

concentracion nominal. Los resultados obtenidos se muestran a continuacion:

Tabla N° 13: Resultados factor respuesta en Linealidad del sistema

Linealidad del Sistema

Nivel X Y XY X2 \Z f (Y/X)

120,0 28,9 3468 14400 835,21 0,24083

1 (80 %) 120,0 29,2 3504 14400 852,64 0,24333

120,0 29,3 3516 14400 858,49 0,24417

135,0 32,7 44145 18225 1069,29 0,24222

2 (90 %) 135,0 33,0 4455 18225 1089 0,24444

135,0 33,0 4455 18225 1089 0,24444

150,0 | 36,6 5490 22500 1339,56 0,24400

3 (100 %) 150,0 36,7 5505 22500 1346,89 0,24467
150,0 | 36,7 5505 22500 1346,89 0,24467

165,0 | 39,7 6550,5 27225 1576,09 0,24061

4 (110 %) 165,0 40,0 6600 27225 1600 0,24242
165,0 40,0 6600 27225 1600 0,24242

180,0 | 43,7 7866 32400 1909,69 0,24278

5 (120 %) 180,0 43,8 7884 32400 1918,44 0,24333
180,0 44,0 7920 32400 1936 0,24444

X: mg adicionados de ZnO Promedio 0,24325
Y: mL de EDTA consumido ° 000134
CcVv 0,55 %
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Grafico N° 3: Curva de regresion lineal
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Tabla N° 14: Resultados del analisis de regresion lineal del sistema
Estadisticas de la regresion
Coeficiente de correlacion maltiple 0,9993
Coeficiente de determinacion R"2 0,9986
R/2 ajustado 0,9985
Error tipico 0,2055
Observaciones 15
Tabla N° 15: Resultados prueba F.
Grados de Suma de Promedio de los F Valor critico
libertad cuadrados cuadrados (calculado) de F
Regresion 1 397,48 397,48 9406,57 | 5,57588 E-20
Residuos 13 0,5493 0,04225
Total 14 398,03
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Tabla N° 16: Resultados de los intervalos de confianza y prueba t para la pendiente e

intercepto
Coeficientes Error Estadistico | Probabilidad Limite Limite Superior
tipico t Inferior 95% 95%
Intercepcion 0,08666 0,3790 0,2286 0,8227 -0,7322 0,9055
Pendiente 0,2426 0,0025 96,98 5,57588 E-20 0,2372 0,2480

Tabla N° 17: Resultados analisis de residuales

Observacion Prondstico para Y Residuos Promedio
1 29,21 -0,31
2 29,21 -0,01 -0,08
3 29,21 0,09
4 32,85 -0,15
5 32,85 0,15 0,05
6 32,85 0,15
7 36,49 0,11
8 36,49 0,21 0,18
9 36,49 0,21
10 40,13 -0,43
11 40,13 -0,13 -0,23
12 40,13 -0,13
13 43,77 -0,07
14 43,77 0,03 0,06
15 43,77 0,23
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Grafico N°4: Analisis de los residuales
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Tabla N° 18: Datos para el calculo del analisis de varianza (ANOVA)

x Y Promedio Y | (Promedio Y - Y)? Y? X2 YX
(mg ZnO) | (ml EDTA)

120,0 28,9 0,04 835,21 14400 3468
120,0 29,2 29,1 0,01 852,64 14400 3504
120,0 29,3 0,04 858,49 14400 3516
135,0 32,7 0,04 1069,29 18225 4414.5
135,0 33,0 32,9 0,01 1089,0 18225 4455
135,0 33,0 0,01 1089,0 18225 4455
150,0 36,6 0,01 1339,56 22500 5490
150,0 36,7 36,7 0 1346,89 22500 5505
150,0 36,7 0 1346,89 22500 5505
165,0 39,7 0,04 1576,09 27225 6550.5
165,0 40,0 39,9 0,01 1600,0 27225 6600
165,0 40,0 0,01 1600,0 27225 6600
180,0 43,7 0,01 1909,69 32400 7866
180,0 43,8 43,8 0 1918,44 32400 7884
180,0 44,0 0,04 1936,0 32400 7920
Media 36,49
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Tabla N° 19: Resumen de ANOVA

Fuente GL SC Variancia Fexp F tabla
Regresion 1 397,4880| 397,48800
F1 = 9406,57 4,667
Residuales 13 0,5493 0,04226
Falta de ajuste 3 0,2793 0,09311
Error experimental 10 0,2700 0,02700 F, = 3,448 3,708
Total 14 398,0373| 28,43124

Tabla N° 20: Resultados del test de Cochran

Especificaciones G experimental < G tabla
G tabla 0,68
G Experimental 0,45

Andlisis de resultado:

Al realizar la curva de regresion lineal (grafico N°3) se obtuvo una representacion gréafica
lineal para el rango de concentracién estudiado 80 % - 120 % (120 mg - 180 mg de ZnQ), y
una ecuacion de la recta y = 0,2427x + 0,0867; con un coeficiente de correlacion (r) de 0,9993
y un coeficiente de determinacion (r2) de 0,9986 que cumplen con los criterios de aceptacion
(r>0,998 y r2 > 0.995), indicando que existe correlacion lineal entre la concentracion vy el

volumen de EDTA consumido .

Para la verificacion de la linealidad se realizo el célculo de coeficiente de variacion de los
factores respuesta y una prueba de t de Student para la pendiente, obteniendo un CV de 0,55
% menor a 2 % cumpliendo con el criterio establecido; y una pendiente significativamente
distinta de cero para un grado de significacion a = 0,05 (b = 0,2426), cumpliendo la pendiente
con el test de Student ya que t exp >t tabla (t exp = 96,98 y t tabla = 2,16). Asimismo, se
obtuvo que la pendiente se encuentra dentro de los intervalos de confianza calculados que no
incluyen el valor de cero (0,2372 a 0,2480).
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Para la verificacion de la proporcionalidad se realiz6 una prueba de t Student para la variable
independiente (intercepto) obteniendo un intercepto estadisticamente igual acero para un
grado de significacion o = 0,05 (a = 0,0867), cumpliendo el intercepto con el test de Student
ya que texp <ttabla (t exp = 0,2286 y t tabla = 2,16). Asimismo, se obtuvo que el intercepto
se encuentra dentro de los intervalos de confianza calculados que incluyen el valor de cero (-
0,7322 a 0,9055).

Mediante el grafico de residuales (Grafico N°4) se demuestra la validez del modelo ya que

la distribucion de los puntos es aleatoria y no refleja ninguna tendencia.

La validez del modelo se verificdé mediante el analisis de varianza (ANOVA) obteniendo
homogeneidad en las varianzas con un Gexp de 0,45 < Gtanla (0,68) y una normalidad en los
residuales ya que F1 y F> calculados cumplen con los criterios de aceptacion siendo F1 exp >
Fitabla (F1 exp = 9406,57 > Fitabla = 4,667) y F2 exp < F tabla (F2 exp = 3,448 < Fotabla =
3,708).

Por tanto, a través de este parametro se demuestra que el método es capaz de proporcionar
resultados (volumen de EDTA consumido) directamente proporcionales a la concentracion
del analito (ZnO) en la muestra dentro del rango establecido (80-120 % de la concentracion

nominal).

6.11.2 Linealidad del método
La linealidad del método se realizd siguiendo el procedimiento descrito en el apartado
5.23.2.2 utilizando concentraciones del 80 %, 90 %, 100 %, 110 % y 120 % de la

concentracion nominal. Los resultados obtenidos se muestran a continuacion:
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Tabla N° 21: Resultados factor respuesta en Linealidad del método

Linealidad del Método
Nivel X Y XY X2 Y? f (y/x)
120,0 449 5388 14400 2016,01 0,37417
1
120,0 44 8 5376 14400 2007,04 0,37333
(80%)
120,0 449 5388 14400 2016,01 0,37417
, 135,0 50,3 6790.5 | 18225 2530,09 0,37259
135,0 50,6 6831 18225 2560,36 0,37481
(90%)
135,0 50,4 6804 18225 2540,16 0,37333
2 150,0 56,3 8445 22500 3169,69 0,37533
150,0 56,5 8475 22500 3192,25 0,37667
(100%0)
150,0 56,3 8445 22500 3169,69 0,37533
A 165,0 61,8 10197 | 27225 3819,24 0,37455
165,0 61,5 |101475| 27225 3782,25 0,37273
(110%0)
165,0 61,7 |10180.5| 27225 3806,89 0,37394
. 180,0 67,5 12150 | 32400 4556,25 0,37500
180,0 67,4 12132 | 32400 4542 76 0,37444
(120%0)
180,0 67,7 12186 | 32400 4583,29 0,37611
Promedio 0,374433895
S 0,001165186
CV 0,31%

X: mg adicionados de ZnO
Y: mL de EDTA consumido
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Grafico N°5: Curva de regresion lineal.
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Tabla N° 22: Resultados del andlisis de regresion lineal del método

170 180

Estadisticas de la regresion

190

Coeficiente de correlacion maltiple 0,999795362
Coeficiente de determinacion R/2 0,999590765
RA2 ajustado 0,999559286
Error tipico 0,173869978
Observaciones 15
Tabla N° 23: Resultados prueba F
Grados de Suma de Promedio de los F Valor critico
libertad cuadrados cuadrados (calculado) deF
Regresion 1 959,93 959,9363 31753,6191 | 2,06311E-23
Residuos 13 0,39 0,0302
Total 14 960,3293
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Tabla N° 24: Resultados de los intervalos de confianza y prueba t para la pendiente e

intercepto
Error |Estadistico Inferior Superior
Coeficientes | tipico t Probabilidad 95% 95%
Intercepcion| -0.3933 0.3206 -1.2268 0.2416 -1.085985 0.2992
Pendiente 0.3771 0.0021 178.1954 | 2.06311E-23 | 0.372517 0.3816
Tabla N° 25: Resultado de Andlisis residuales
Prondstico para Y Promedio
Observacion (mL) Residuos
1 44,86 0,04 0,01
2 44,86 -0,06
3 44,86 0,04
4 50,52 -0,22 -0,08
5 50,52 0,08
6 50,52 -0,12
7 56,17 0,13 0,19
8 56,17 0,33
9 56,17 0,13
10 61,83 -0,03 -0,16
11 61,83 -0,33
12 61,83 -0,13
13 67,49 0,01 0,05
14 67,49 -0,09
15 67,49 0,21
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Gréfico N°6: Analisis de los residuos (linealidad del método)
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Tabla N° 26: Calculo para el analisis de varianza (ANOVA).

X Y Promedio | (Promedio

(mg ZnO) | (ml EDTA) Y Y-Y)2 v X X
120,0 44,9 0,0 2016,01 14400 5388
120,0 448 49 0,01 2007,04 14400 5376
120,0 44,9 0,0 2016,01 14400 5388
135,0 50,3 0,01 2530,09 18225 6790,5
135,0 50,6 204 0,04 2560,36 18225 6831
135,0 50,4 0,0 2540,16 18225 6804
150,0 56,3 0,01 3169,69 22500 8445
150,0 56,5 56,4 0,01 3192,25 22500 8475
150,0 56,3 0,01 3169,69 22500 8445
165,0 61,8 0,01 3819,24 27225 10197
165,0 61,5 oL 0,04 3782,25 27225 10147,5
165,0 61,7 0,0 3806,89 27225 10180,5
180,0 67,5 0,0 4556,25 32400 12150
180,0 67,4 67,5 0,01 4542,76 32400 12132
180,0 67,7 0,04 4583,29 32400 12186
Media 56,2
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Tabla N° 27: Resumen de ANOVA

Fuente GL SC Variancia Fexp F tabla
Regresion 1 959,9363 | 959,93633
F1=31753,62 | 4,667
Residuales 13 0,3930 0,03023
Falta de ajuste 3 0,2030 0,06767
Error experimental 10 0,1900 0,01900 F,=3,561 3,708
total 14 960,3293| 68,59495

Tabla N° 28: test de Cochran

G de Cochran
Especificaciones G experimental < G tabla
G tabla 0,68
G Experimental 0,35

Andlisis de resultado:

Al realizar la curva de regresion lineal (grafico N°5) se obtuvo una representacion gréafica
lineal para el rango de concentracion estudiado 80% - 120 % (120 mg - 180 mg de ZnO), y
una ecuacién de larectay = 0,3771x —0,3933; con un coeficiente de correlacién (r) de 0,999
y un coeficiente de determinacion (r2 de 0,999 que cumplen con los criterios de aceptacion
(r>0,998 y r2 > 0.995), indicando que existe correlacion lineal entre la concentracion vy el

volumen de EDTA consumido .

Para la verificacion de la linealidad se realizo el calculo de coeficiente de variacion de los
factores respuesta y una prueba de t de Student para la pendiente, obteniendo un CV de 0,31
% menor al 3 % cumpliendo con el criterio establecido; y una pendiente significativamente
distinta de cero para un grado de significacion a = 0,05 (b = 0,3771), cumpliendo la pendiente

con el test de Student ya que t exp > t tabla (t exp = 178,1954 y t tabla = 2,16). Asimismo, se

123



“VALIDACION DEL METODO DE VALORACION DE OXIDO DE CINC EN PASTA AL AGUA FABRICADA
POR EL LABORATORIO MAURICIO DIAZ MULLER, APLICANDO LA TECNICA DE VOLUMETRIA
DIRECTA DE FORMACION DE COMPLEJOS, SEPTIEMBRE 2017- SEPTIEMBRE 2018.”

obtuvo que la pendiente se encuentra dentro de los intervalos de confianza calculados que no
incluyen el valor de cero (0,372517 a 0,3816).

Para la verificacion de la proporcionalidad se realiz6 una prueba de t Student para la variable
independiente (intercepto) obteniendo un intercepto estadisticamente igual a cero para un
grado de significacion a = 0,05 (a =-0,3933), cumpliendo el intercepto con el test de Student
yaquetexp <ttabla(texp=-1,2268 y t tabla = 2,16). Asimismo, se obtuvo que el intercepto
se encuentra dentro de los intervalos de confianza calculados que incluyen el valor de cero (-
1,085985 a 0,2992).

Mediante el grafico de residuales (Grafico N°6) se demuestra la validez del modelo ya que

la distribucion de los puntos es aleatoria y no refleja ninguna tendencia.

La validez del modelo se verificd mediante el analisis de varianza (ANOVA) obteniendo
homogeneidad en las varianzas con un Gexp 0.35 < Gtapia 0,68 y una normalidad en los
residuales ya que F1 y F2 calculados cumplen con los criterios de aceptacion siendo Fi exp
> Fitabla (F1 exp = 31753,62 > Fitabla = 4,667) y F2 exp < F, tabla (F2 exp = 3,561 <F
tabla = 3,708).

Por tanto, a través de este parametro se demuestra que el método es capaz de brindar
resultados (volumen de EDTA consumido) directamente proporcionales a la concentracion
del analito (ZnO) presente en la muestra dentro del rango establecido (80-120 % de la

concentracion nominal).

6.12 Precision.
Se evaluo la precision del método de valoracion de 0xido de cinc en Pasta al Agua mediante
larepetibilidad del sistema, repetibilidad del método y precision intermedia del método segun

el procedimiento descrito en el apartado 5.23.3
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6.12.1 Repetibilidad del sistema.
Para el estudio de la repetibilidad del sistema se prepararon diez soluciones estandar de 6xido
de cinc a la concentracion nominal (150 mg), se llevo a cabo el procedimiento descrito en el

apartado 5.23.3.1. Los resultados obtenidos se muestran en la siguiente tabla:

Tabla N° 30: Resultados del volumen consumido de EDTA en la repetibilidad del
sistema

Réplica Volumen EDTA
consumido (mL)
36,6
36,6
36,7
36,7
36,7
36,6
36,6
36,7
36,7
36,7
Media 36,66

S 0,05163
Ccv 0,14 %

O O N OO B W N

[EEN
o

Analisis de los resultados:
Se determind el coeficiente de variacion global de los resultados siendo de 0,14 %
cumpliendo con el criterio de aceptacion el cual es CV < 1,0 %, esto indica que no hay

variabilidad significativa de los resultados proporcionados por el instrumento.

6.12.2 Repetibilidad del método.

Para evaluar la repetibilidad del método se analizaron por triplicado soluciones muestras
(producto terminado de Pasta al agua) y soluciones placebo a 3 niveles de concentracion
diferentes (80 %, 100 % y 120 %), realizado por un mismo analista, un mismo instrumento

y en el mismo dia. El procedimiento se llevo a cabo como se indica en el apartado 5.23.3.2.
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Tabla N° 31: Resultados repetibilidad del método

Nive | concentracio | Réplic | mL EDTA | mL EDTA | Molarida mg ZnO
I n a consumid | consumid | d EDTA | encontrados
o por el 0
placebo por la
muestra
1 80 % 1 44,2 0,05018 118,02
(120,0 mg) 2 15,3 44.8 0,05018 120,47
3 449 0,05018 120,88
Promedio 119,79
S 1,5460
CcVv 1,29 %
2 100 % 56,9 0,05018 154,77
(150,0 mg) 19,0 56,8 0,05018 154,36
56,6 0,05018 153,55
Promedio 154,23
S 0,6237
CcVv 0,40 %
3 120 % 67,50 0,05018 180,50
(180,0mg) 23,3 67,60 0,05018 180,91
67,40 0,05018 180,09
Promedio 180,50
S 0,41
CcVv 0,23 %

126




“VALIDACION DEL METODO DE VALORACION DE OXIDO DE CINC EN PASTA AL AGUA FABRICADA
POR EL LABORATORIO MAURICIO DIAZ MULLER, APLICANDO LA TECNICA DE VOLUMETRIA
DIRECTA DE FORMACION DE COMPLEJOS, SEPTIEMBRE 2017- SEPTIEMBRE 2018.”

Tabla N° 32: Intervalos de confianza obtenidos

Intervalos de Confianza Individuales
Superior 126,44 Superior 156,91 Superior 182,25
Inferior 113,13 Inferior 151,54 Inferior 178,74
Intervalos de Confianza Promedio
Superior 123,63 Superior 155,77 Superior 181,51
Inferior 115,95 Inferior 152,68 Inferior 179,48
Ccv 0,64%
Global
T-student 4,303
gl (n-1)

Andlisis de resultado:

El coeficiente de variacion calculado para cada nivel de concentracion es < 2,0 % dichos
valores son 1,29 %, 0,4 %, 0,23 % indicando asi, que no hay variabilidad significativa a causa

del método para la obtencién de resultados.

Los intervalos de confianza individual y global estan dentro de los intervalos calculados, por
lo cual el método es preciso al repetir el ensayo bajo las mismas condiciones operativas
realizadas por un analista, equipo y dia.

6.12.3 Precision intermedia del método.
Para la evaluacion de la precision intermedia del método, se estudié la influencia de dos
factores: dia y analista. Cada analista preparo soluciones muestras como se menciona en el

apartado 5.23.3.3, los resultados fueron los siguientes:
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Tabla N° 33: Resultados Precision intermedia del método

Analista Dia 1 Dia 2 Dia 3
Volumen | Volumen % R | Volumen | Volumen %R Volumen| Volumen | %R
(mL) Real (mL) (mL) Real (mL) (mL) Real (mL)
Analista 56,3 37.,3 101,18 56,9 37,9 102,81 56,4 37,4 101,45
. 57 38,0 103,08 57,1 38,1 103,35 57 38 103,08
57,1 38,1 103,35 57,1 38,1 103,35 56,8 37,8 102,91
Media 102,54 Media 103,17 Media 102,48
S 1,18 S 0,31 S 0,89
cv 1,15 cv 0,30 cv 0,87
Analista 56,9 37,9 102,81 57 38 103,08 57 38 103,08
? 57,1 38,1 103,35 56,5 37,5 101,73 56,44 37,4 101,56
56,6 37,6 102 57,1 38,1 103,35 57,1 38,1 103,72
Media 102,72 Media 102,72 Media 102,79
S 0,68 S 0,87 S 1,11
cv 0,66 cv 0,85 cv 1,08
Analista 54,9 359 97,38 55,2 36,2 98,20 55,8 36,8 99,83
° 54,7 35,7 96,84 56,4 37,4 101,45 56 37 100,37
54,3 353 95,76 55,6 36.6 99,28 56 37 100,37
Media 96,66 Media 99,65 Media 100,19
S 0,83 S 1,66 S 0,31
cv 0,86 cv 1,66 cv 0,31
CV por 0,89 0,94 0,75
dia
Ccv 0,86
global
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Analisis de los resultados:

Se efectud una serie de analisis sobre la misma muestra a la concentracion nominal pero en
las diferentes condiciones operativas (diferentes dias, analistas) se calcul6 el coeficiente de
variacion por dia y analista también el coeficiente de variacion global, obteniéndose valores
inferiores al 2,0 % y para el CV global (0,86 %), dicho valor menor al 3,0 % lo que indica
que los resultados del método no varian significativamente al cambiar las condiciones

operativas propuestas.

6.13 Exactitud

Para el estudio de exactitud, se realizd por el método de placebo cargado, se prepararon
soluciones a tres niveles de concentracién 80 %, 100 %, 120 % de la concentracion nominal,
cada una analizado por triplicado, tal como se menciona en el acépite 5.23.4, los resultados
obtenidos se muestran a continuacion:

Tabla N° 34: Resultados porcentaje recuperado de ZnO

Nivel de Concentracion Concentracion % Recuperado

concentracion tedrica (mg) encontrada (mg)

120,0 120,1 100,05

80% Nivel 1 120,0 119,2 99,37

120,0 118,4 98,69

150,0 151,8 101,18

100% Nivel 2 150,0 149,7 99,82

150,0 151,0 100,64

180,0 179,8 99,90

110% nivel 3 180,0 179,0 99,44

180,0 179,4 99,67

Media 99,86

S 0,7263

Ccv 0,73%
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Tabla N° 35: Resultados del test de student y Cochran para la exactitud

% Recuperado | Media s? s2 max
100,05
99,37
98,69 99,37 10,4632
101,18
99,82 0,4694
100,64 100,55 0,4694
99,90
99,44
99,67 99,67 0,0514
G Cochran
G tab 0,8709
G exp 0,4769
t Student
t tabla 2,306
texp 0,5656

Andlisis de los resultados:

La recuperacion es satisfactoria 99,86 % cumple con el criterio el cual indica que se debe de
encontrar dentro del rango 100,0 £ 2,0 %. Se determind el porcentaje del coeficiente de
variacion del 0,73 % menor al 2 %, revelando que no existe variabilidad en los resultados
obtenidos. Se calcul6 el valor de G experimental 0,4769, siendo este menor al G de la tabla
0,8709, significa que las variancias de las tres concentraciones utilizadas son equivalentes,
es decir que el factor de concentracion no influye en la variabilidad de los resultados, por lo

tanto, el método analitico empleado es exacto para el fin propuesto.
Al aplicar t- Student para demostrar la exactitud del método analitico se obtuvo la t

experimental 0,5656 menor a la t de la tabla 2,306 esto indica que no existe diferencia

significativa entre la recuperacion media por lo que la exactitud es correcta.
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VIlI. CONCLUSION

Las condiciones establecidas en el método de valoraciéon de 6xido de cinc por la técnica
propuesta fueron las adecuadas para llevar a cabo la validacion, puesto que se cumple con

criterio establecido para el test de idoneidad.

El método respondio satisfactoriamente a cada uno de los ensayos en la determinacion de la
robustez, demostrando ser un método robusto al realizar pequefias modificaciones a las

condiciones descritas.

Los resultados de los parametros evaluados en la validacion, indican que el método de
valoracion de 6xido de cinc en Pasta al Agua fabricada por el laboratorio Mauricio Diaz
Muiller, aplicando la técnica de volumetria directa de formacion de complejos, es apta para
el fin propuesto, ya que cumplen con los criterios de aceptacion establecidos para cada uno
de los parametros descritos en el RTCA 11.03.39:06 para la categoria I: precision, exactitud,

selectividad, linealidad e intervalo.

Queda evidenciado documentalmente que el método de valoracion de Oxido de cinc
propuesto, conduce, con un alto grado de seguridad, a la obtencién de resultados precisos y
exactos, dentro de las especificaciones y los atributos de calidad previamente establecidos,
por lo que el Laboratorio Mauricio Diaz Miiller, puede utilizar nuestros resultados para
elaborar el informe de la validacion requerida para la renovacion del Registro Sanitario del

producto Pasta al Agua.
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VIIl. RECOMENDACIONES

En la aplicacion del método propuesto para la valoracion de éxido de cinc en la Pasta
al Agua, pesar exactamente los 600 mg de pasta, ya que se tiene que garantizar que
vayan contenidos los 450 mg correspondientes al placebo, puesto que el placebo
consume un volumen significativo de EDTA y en nuestro estudio queda demostrado
que el método es valido para condiciones establecidas y pueda ser aplicado el modelo

matematico.
Verificar los resultados de selectividad aplicando la técnica de espectroscopia de
absorcion atomica, ya que esta técnica seria mas selectiva para la determinacion del

Oxido de cinc y no habria interferencias de otros metales presentes en la formulacion.

Revisar formulacion del producto Pasta al agua y eliminar excipientes (Talco simple)

que interfieren en el momento de la valoracion de éxido de cinc.
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X,

ANEXOS

Anexo 1. Carta de Grafico de Control para la medicion de Exactitud y Precision de

la Balanza.

Carta de Control para la verificacion de la Exactitud y Precision de la balanza analitica GH-120

Fecha Peso (9) Fecha Peso (9) Fecha Peso (9) Fecha Peso (9)
49.9998 49.9998 49.9998 49.9997
50.0001 49.9999 49.9998 49.9997
Dial 49.9999 Dia 6 49.9998 Dia 11 49.9997 Dia 16 49.9997
49.9999 49.9998 49.9997 49.9997
49.9999 49.9998 49.9997 49.9997
Promedio | 49.99992 |Promedio| 49.99982 |Promedio| 49.99974 |Promedio| 49.9997
S 9.79796E-05 S 4.47214E-05 S 5.47723E-05 S 0
CcVv 0.000195959 CcVv 8.9443E-05 CVv 0.000109545 CVv 0
49.9998 49.9999 49.9997 49.9997
49.9996 49.9997 49.9996 49.9998
Dia 2 49.9997 Dia 7 49.9998 Dia 12 49.9998 Dia 17 49.9997
49.9997 49.9998 49.9998 49.9997
49.9997 49.9999 49.9996 49.9998
Promedio | 49.9997 |Promedio| 49.99982 |Promedio| 49.9997 Promedio | 49.99974
S 7.07107E-05 S 8.3666E-05 S 1E-04 S 5.47723E-05
Cv 0.000141422 CVv 0.000167333 CVv 0.000200001 CVv 0.000109545
49.9998 49.9997 49.9996 49.9998
49.9998 49.9999 49.9998 49.9999
Dia 3 49.9997 Dia 8 49.9999 Dia 13 50 Dia 18 49.9998
49.9997 49.9998 50 49.9998
49.9996 49.9998 49.9997 49.9998
Promedio | 49.99972 |Promedio| 49.99982 |Promedio| 49.99982 |Promedio| 49.99982
S 8.3666E-05 S 8.3666E-05 S 0.00016 S 4.47214E-05
Ccv 0.000167333 CVv 0.000167333 CVv 0.000320001 Cv 8.9443E-05
49.9999 49.9997 49.9997 49.9999
49.9997 49.9997 49.9996 49.9996
Dia 4 49.9998 Dia 9 49.9997 Dia 14 49.9998 Dia 19 49.9998
49.9998 49.9997 49.9997 49.9998
49.9999 49.9997 49.9997 49.9997

136




“VALIDACION DEL METODO DE VALORACION DE OXIDO DE CINC EN PASTA AL AGUA FABRICADA
POR EL LABORATORIO MAURICIO DIAZ MULLER, APLICANDO LA TECNICA DE VOLUMETRIA
DIRECTA DE FORMACION DE COMPLEJOS, SEPTIEMBRE 2017- SEPTIEMBRE 2018.”

Promedio | 49.99982 |Promedio| 49.9997 |Promedio| 49.9997 Promedio | 49.99976
S 8.3666E-05 S 0 S 7.07107E-05 S 0.000114018
CvVv 0.000167333 Cv 0 Cv 0.000141422 Cv 0.000228036
49.9998 49,9997 49,9996 49.9997
49.9999 49.9997 49.9998 49.9997
Dia5 49.9997 Dia 10 49,9998 Dia 15 49,9997 Dia 20 49.9998
49.9998 49.9998 49.9997 49.9998
49.9998 49,9998 49,9997 49.9998
Promedio | 49.9998 |Promedio| 49.99976 |Promedio| 49.9997 Promedio | 49.99976
S 7.07107E-05 S 5.47723E-05 S 7.07107E-05 S 5.47723E-05
CVv 0.000141422 CvVv 0.000109545 Cv 0.000141422 CVv 0.000109545
ScLoeaL | 6.99018E-05
CVeLosaL |0.000139804
Graficos de Control para verificar la exactitud de
la balanza analitica GH-120
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Anexo 2. Registro de Temperatura y Humedad durante la validacion

Registro de Temperatura y Humedad
durante la validacion
Fecha |Temperatura| Humedad
(°C) relativa (%o)
Dia 1 28.8 57.2
Dia 2 28.3 55.6
Dia 3 26.5 54.2
Dia 4 26.8 58.3
Dia 5 25.2 51.1
Dia 6 27.8 69.2
Dia 7 23.9 46.9
Dia 8 27.1 60.7
Dia 9 25.2 55.3
Dia 10 25.1 55.2
Dia 11 28.2 57.1
Dia 12 28.5 59.69
Dia 13 27.2 57.3
Dia 14 25.2 50.8
Dia 15 26.8 55.4
Dia 16 26.2 45.6
Dia 17 28.7 48.4
Dia 18 29.6 63.6
Dia 19 29.1 61.6
Dia 20 28.2 62.9
Dia 21 28.6 60.1
Dia 22 28.3 59.6

138



“VALIDACION DEL METODO DE VALORACION DE OXIDO DE CINC EN PASTA AL AGUA FABRICADA
POR EL LABORATORIO MAURICIO DIAZ MULLER, APLICANDO LA TECNICA DE VOLUMETRIA
DIRECTA DE FORMACION DE COMPLEJOS, SEPTIEMBRE 2017- SEPTIEMBRE 2018.”

35
30
25
20
15
10

90
80
70
60
50
40
30
20
10

Grafico de control de verificacion de Temperatura
en el area de validacion

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

@ Temperatura o= e= || ec—|C e e-]|S

Grafico de verificacion de Himedad del area de
validacion

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

=@ Temperatura e e» || co—|C e e |S

139



“VALIDACION DEL METODO DE VALORACION DE OXIDO DE CINC EN PASTA AL AGUA FABRICADA

POR EL LABORATORIO MAURICIO DIAZ MULLER, APLICANDO LA TECNICA DE VOLUMETRIA

DIRECTA DE FORMACION DE COMPLEJOS, SEPTIEMBRE 2017- SEPTIEMBRE 2018.”

Anexo 3. Nivel de significacion del Test de Cochran (a=0.05)
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Anexo 4. Distribucion de t- Student. Area de una cola (¢=0.05)

v 0.50 a.20 0.10 Q.08 0.02 Q.01 0002 l 0001
1 1 000 3078 6314 12706 | 31821 | e36ss | ye2en | 636578
2 0816 1886 | 2620 4303 | 6965 9.925 22328 | 31800
3 0.765 1628 2,353 3.182 4541 5 w214 | 12824
4 D74t 1533 !_‘32 276 3747 4 6504 7173 l: 8510
“ 0.727 1476 2015 2571 3368 4032 s004 | 6Beo
5 0718 1.440 1943 2 447 3143 3707 5208 5959
y 0711 1415 1.885 2 368 2 998 3499 aras | saoe
¢ 0.708 1.397 1.860 2306 2096 3285 4501 5041
u 0.703 1363 1,023 2262 2821 3.250 4297 4701
10 0700 1372 1812 2228 2 764 3169 4144 & 587
11 0 687 1.983 1.796 2.201 2718 3106 4025 4 437
12 0685 1,356 3782 2179 2681 3055 3930 a8
13 0 664 1.380 L.771 2 160 2 650 302 3 852 4z
14 0692 1.345 1761 2 145 2624 2077 3787 4140
15 0.681 1341 1753 | 213 2 602 2 047 3733 4073
16 0,680 1,337 1746 2120 2583 2.921 3 608 4018
17 0.689 1333 1740 2110 2867 2 898 3646 2965
18 0688 1.330 1734 2.101 2552 2878 3610 3922
19 0688 1328 1729 2083 2539 2861 3578 3,083
20 .68y 1325 1725 2,008 2528 2845 3552 3850
2 0.685 1323 1.721 2080 2518 2 831 3827 3819
22 0686 1.321 1717 2.074 2 508 2818 3.50% 31792
23 0.685 1318 1714 2059 2,500 2 807 3.48% 3768
24 0.685 1318 1711 2 064 2402 | 2707 3467 3748
25 0.684 1316 1.708 2080 2,485 2787 3.480 3728
26 0 684 1318 1706 2056 2479 2779 3.435 3 707
2 08684 1,314 1703 2052 | 24r 2771 3.421 3,689
28 0683 1313 1701 20048 2467 2763 3.408 1674
20 0683 1.311 1699 2,048 24862 2756 3.306 3.660
30 0.683 1310 1667 2042 2487 2750 3.385 3646
40 0.681 1303 1.684 2021 2423 2704 3307 3,551
50 0679 1200 | 1678 2.008 2403 2678 3261 3496
60 0.678 1206 1.671 2.000 2,390 2660 3232 3480
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Anexo 5. Tabla de distribucion de F. valores que dejan un area de cola (¢=0.05) en
funcion de los grados de libertad de la distribucion

Vi

L2 (3 [ 4 S 6T [ 890 [N]N[0]N

100

1] 161446 | 199409 [ 205707 | 224580 | 200160 | 203088 | 206767 | 208884 | 2054 | 201882 | 248016 | 25009 | 281144 | 2817

26304

18513 [ 19000 | 19464 | 19247 | 19296 | 19309 | 10363 | 19371 | 19385 | 10305 | 19446 | 19483 | 1071 | 10476

19,486

10120 | 0582 [ 921 | 907 | 009 | O41 | BA8T | BG4S | 6812 | 8765 | G660 | 8617 | BM | 858

854

09 | GO | 650 | 630 | 625 | 6160 | GOM | 6ot | 59 | 8964 | 50 | 516 | SM7 | $6W

5664

6608 | 570 | 5409 | 5102 | S0%0 | 4950 | 4@vs | ame | 4m2 | AmS | 4S50 | 4496 | 4s | 4w

4405

ST | S | ATST [ ASMO | A3 | 42 | 407 | 4D | A0S | 40RO | 38N | 3808 | 3TM | 37M

in

S0 | AT | AMP | 4020 | 30M | 866 | dmr | dme | A6 | N6 | s | A6 | AN | 39

30

M0 | 4459 | 4006 | 3000 | 368 | 288 | 3500 | 343 | N3 | MW | D10 | 3OM | 3 | 300

200

© oo 9 jon on e lco o

SIT | 42 | 3063 | 630 | 4k | 3 | 380 | 320 | 39 | DN | 2006 | 284 | 206 | 2000

—
-

A965 | 4000 | 8708 [ Jam | M6 [ 3am | 4098 | d0m | 020 | 201 | 2 | 2000 | 2681 | 26V

=

A0 [ 3000 | d0m8 [ 2088 [ amt [ 259 | 250 [ 2047 | 2300 | 28 | 2124 | 200 | 1904 | 1966

000 am | a6 | 20 | 260 | 254 | 242 | 23 | 2286 | 220 | 2085 | 1g% | st | A2 | 7B

40 | o085 | o | 240 | 266 | 2w9 | 209 | 229 | 2000 | 204 | 20 | 189 | 1|1 | 1680

50 | aon | o | 2z | 2ssr | 2400 | 2286 | 2099 | 2030 | 20m | 2006 | 178 | v68r | 16M | 159

00 | %06 | 300 | 2608 | 2460 | 20 | 2000 [ 200 | 20 | 078 [ 0gyr | 16%6 | 151 [ 156 |\

b e
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Anexo 6. Equipos y Materiales utilizados.
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Anexo 7. Coloracion obtenida en el punto final de la estandarizacion de EDTA 0.05 M

con Carbonato de Calcio.
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Anexo N° 8. Carbonizacion y preparacion de las muestras a analizar.
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Anexo N°9. Valoracion de Pasta al Agua
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Anexo N°10.Analistas
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