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FESLMEN
Cafienguez. M. T. hY4 reyes, 1., Diserio experimental para
desarrollo Y validacidn de un método analitico por
espectrofotometria visible para el control de calidad en
Jarabes que contienen Salbutamol en forma de sulfato.

E1l método analitico para la cuantificacidbén del Salbutamol
estd basado en una reaccidn de desarrollo de color Yy su
proceso de extraccidn, efectuando luego la 1lectura de
absorbancia a la longitud de onda de maxima absorcidn. La
validacidén del método comprende el someter dichas lecturas,
bajo ciertos elementos establecidos en un disefio experimental
estadistico, el cual comprende verificar: linearidad y rango,
estabilidad de 1la solucidén de prueba, repetibilidad,
reproducibilidad y exactitud del método.

El esquema o modelo de disefio experimental, permite en
forma general, la aplicabilidad & trabajos que involucren la
validacidn de métodos analiticos; considerados como métodos
alternos a los reportados en libros ofilcieles.

Los resultados indican una buena posibilidad de wutilizar
estog elementos y su tratamiento estadistico, en diversos
métodos analiticos paras el control de calidad de diferentes
principios activos en diversas formas farmacéuticas;
garantizando la validez, integridad, calidsad, exactitud y

confiabilidad de los resultados.



~

INDICE

No. Pag. .

I- INTRODUCCION i ittt st s o e v o s o v s o s s oo v aa oot oo oo saaoessosso 1
A) ANTECEDENTES & ittt s a v st o vt ottt s oo oonsonsenssnsnaaan 3

B) FUNDAMENTO TEORICO 44 i v v vttt e s on oo v unnesnonans e 3

1. ESPECTROFOTOMETRIA ULTRAVIOLETA VISIBLE ......... 3

2. DEFINICIONES Y PARAMETROS ESTADISTICOS .......... 7

C) GENERALIDADES DEL PRINCIPIO ACTIVO ..t vvinennanon - 1z

IXI- PARTE EXPERIMENTAL vttt ittt ot oot e s it oot o s o s s o s annaas iy
A) DESENO EXPERIMENTAL i ittt ittt tntenntnnsennonsenasen 14

B) EQUIPO. REACTIVOS Y MATERIALES ...ttt vt neensn 39

C) METODO ANALITICO v ittt ot a vt o tesnnsnnassnosonsssssss Lo

D) METODOLOGIA DE VALIDACION ..ttt s teuontanossnnnnss L2
III- RESULTADOS Y DISCUSION . ittt ittt tosessnssononnaanssns 4y
1- LINEARIDAD Y RANGO ......... e e e e e e e e s et b5

2- ESTABILIDAD DE LA SOLUCION DE PRUEBA .. ..o eteennnn 48

3- REPETIBILIDAD & ittt vttt v ot oo oo oo oo oo nssoonsesonooas 51

U— REPRODUCIBILIDAD it ittt ittt ottt i ettt 58

o R 0 O N &4

IV- CONCLUSIONES &ttt ittt it ittt s et et e st et an s ansnanenas 67
V= RECOMENDACIONES . .t ittt ittt o te st et et tseseenean 68
Vo= ANEXO S Lt ittt it e s ettt ettt e e e e e e e e e 7@
VII- BIBLIOGRAFILA . it i ittt om oot ottt e s e ot oennsenensseneens 79

VIII- APENDICE . ittt ittt ittt ottt ettt i 82



LISTA DE TARLAS Y GRAFICAS

TABLAS

Tabla 1. Valores de absorbancia del método
espectrofotometrico para la determinacidn de

salbutamol (en forma de sulfatc) en Jjarabes.

Tabla 2. Resultados de linearidad Y rango

para el método analitico. ......... ... e e e ..

Tabla 3. Evaluacidn de la estabilidad de la
solucidn de prueba, mediante la

determinacidn del coeficiente de variacidn. .

Tabla 4. Valores generales obtenidos en la
evaluacidn de la repetibilidad h%

reproducibilidad del método analitico. ......

Tabla 5. Valores obtenidos en la evaluacidn

de la repetibililidad del método. ...

Tabla 6. Procesamiento de datos para evaluar
la repetibilidad del método, a una

cohcentracidn de U ug./ml de salbutamol base.

=
)
.

a o 4 o s 4 s 8 o s s o

............

n
D]

45

L7

4o

52

53

sS4



Tabla 7. An&lisis de varianza (ANOVA) para
evaluar la repetibilidad del método, a una

cohcentracidn de U4 ug.,/ml,de salbutamol base. ........... 55

Tabla 8. Procesamiento de los datos para

evaluar la repetibilidad del método, a una

concentracidédn de 6 ug.,/ml,de salbutamcl base. ...i.iiiiaaan 56

Tabla 9. Andlisis de varianza (ANOVA) para

evaluar la repetibilidad del método, a una
concentracidn de 6 ug.,/ml,de salbutamol base. ..... i e BT
Tabla 10. vValores obtenilidos para la

evaluacidn de la reproducibilidad del método

analitico, entre analistas. C e et e e e e e e PPN 59

Tabla 11.Procesamliento de datos para evaluar
la reproducibilidad del método entre
analistas, de una concentracidn de U4 wug.,/ml,

de salbutamol bDaSe. v it ittt et neneenns e e e e e e e e e . 60

Tabla 12. Analisis de varianza (ANOVA) para
la evaluacidbén de la reproducibilidad del
método entre analistas, para la concentracidn

de U ug./ml, de SalbUutamoOl DaSE. .ttt it tmneneeneenennen 61



Tabla 13. Procesamiento de datos para

evaluar la reproducibilidad del método
analitico entre analistas, a una
concentracidn de 6 ug./ml, de salbutamol base. ......¢e0a. 62

Tabla 14. Anadlisis de varianza (ANOVA) parsa
evaluar la reproducibilidad del método entre
analistas, & una concentracidén de 6 Mg, /ml,

de SalbUutamol DaSE. i i it ittt it e ettt e et e ettt e e e e 63

Tabla 15. Valores obtenidos éen la
determinacidén del grado de exactitud del
método, a una concentracidn de 6 ug. /ml, de

salbutamol base. ... enna. e e e e e e it et i e, b5

Tabla 16.Procesamineto de datos para evaluar

la exactitud del método, a una concentracidbdn

de 6 ug./ml, de salbutamol DASE. v ittt ieseteenniien.. 66
Tabla 17. Procesamineto de datosg para
anédlisis de regresidn ¥y correlacidn. ... i it it 72

Tabla 18. Andlisis de varianza (ANOVA) para

el coeficiente de correlacdidnN. v vt i it ittt e e e 72



1]

GRAFICA

r

Grafilica 1. Diazrama de dispersidn del
método analitico, para la evaluacidn de 1la

linearidad y rango del método . ... ...

Grafica 2. Comrortamiento de la estapilidad
de la sclucidn de prueba del método

analitico, durante un mes a 4 °C. ..........

59



Ir— I TRI DL CC T Ty

Existen dentro del campo del andlisils gquimico
determinaciones. analiticas denominadas métodos oficiales ¥y no
oficiales. El hacer uso de los métodos no oficilales brinda la
oportunidad de sustitulr un método algunas veces complicado por
otro menos complicado; se hace necesario que este método sea
comprobado ¥ verifilcado lo cual constituye un proceso
denominado validaclién. Es decir el poner a prueba el método con
el objeto de determinar sus parédmetros déptimos de operacidbdn y
su metodologia de control, para asl reproducilir eficazmente los
anédlisis, y asegurar la calidad, integridad y confilabilidad de

los resultados.

Un aspecto muy importante de todo estudlio experimental, 1o
constituye 1la elaboracidn del disefio bajo el cual se llevaré a
cabo dicho estudio; es decir el lograr el méximo provecho de
todos los recursos que se encuentren dispohnibles; claro, sin
perder de vista la calidad y confiabilidad necesarias para cada
trabajo en particular. Ademé&s al trazar un modelo de diserio
experimental no se debe de olvidar el aspecto econdmico Yy por
otra parte la funcionabilidad del mismo: asi como la facilidad

de ser adaptable en trabajos de la misma indole.
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El1 desarrollo analitico comprende la reallzacidn de
experimentos Qque giran en torno a lograr un método que resulte
funcional, la validaciédn del mismo se hace necesaria para
verificar la wutilidad analitica: es decir comprobar que reuna
todas las caracteristicas para ser considera2do un " Método
Analitico ". USP XXII''” define el término " Como un proceso
por el cual se establece mediante estudios de laboratorio, que
las caracteristicas de realizacidn de un metodo reunen los

requerimlientos necesarics para aplicacidn analitica ".

El presente trabajJo involucra la creacidn de un esquema de
Disefio Experimental para el Desarrollo y Validacidn de un
Método Analitico por espectrofotometria visible para el control
de calidad en Jarabes que contienen salbutamol bajo la forma de

Sulfato.

El proceso de validacibé4n implica la utilizacidn de otras
disciplinas cientificas, no solo la disciplina analitica. Por

1o tanto es necesario el considerar una metodologia para el

anédlisis de los datos. Downie‘”” "™ Con la finalided de organizar
v dar significado a la informacidbn, dicha metodologia esta
enmarcada dentro de la disciplina cientifica denominada

Estadistica .



Ay ANTECEDENTES

Actualmente en el pais no =se cuenta con un estudlo que
comprenda el validar un método analitico. Por otra parte
tampoco se han realizado trabajos que 1i1nvolucren el principio
activo del presente estudio, constituido por el Salbutamol en

forma de sgulfato.

B) FUNDAMENTO TEORICO

1. ESPECTROFOTOMETRIA ULTRAVIOGLETA VISIELE

En el campo del anllisis quimico existen diversos métodos
analiticos para la determinacién de compuestos o principios
activos en productos farmacéuticos; qQque abarcan desde
procedimientos sumamente complejos hasta otros de mayor
senclllez anaelitica; no obstante ser tan confilables como los
anteriores. La oportunidad de poder utilizar este tipo de
métodos implica: menor costo, ahorro de tiempo, facilidad de
operacidbdn, etc.

Uno de los tipos de metodologia analitica Jque posee

ventajas debido a su facilidad de realizacidn, rapidez,
economia, lo constituye la espectrofotometria. Los métodos
analiticos instrumentales han tenido un gran desarrollo; su

utilidad reside en el hecho de que se necesitan cantidades

pequefias para la determinacidn de estructuras orgénicas. El
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tipo de informacidn proporcionada incluye la naturaleza de los
grupos funcionales, la estructura del esqueleto carbonado y el

peso molecular. Cada tipo de aparato esta adaptado a clertos

hechos estructurales. La espectrofotometria visible
ultravioleta se emplea en el anédlisis cualitativo Y
cuantitativo de compuestos orgénicos e inorgénicos, pues un

buen numero de sustancias tienen bandas de absorcidn en esta
zona del espectro electromagnético.

La espectrofotometria visible se basa en la absorcidn y
emisidén de radiacidén, la cual es debida a una reestructuracidn
de los electrones dentro de atomos o moléculas. En el proceso
de absorcidén, la radilacidn incidente lleva al Atomo o molécula
de un estado electrdnico fundamental a un estado de excitacidn
de mayor energia. En el proceso de emisidén de energia -se
produce el efecto contrario.

Remington'g'® " Las bandas de absorcidn en el
ultravioleta y el visible se deben a transiciones electrdnicas
en la regildn de los 208 a 788 nm. En caso de moléculas
orgénicas, las transiciones electrdédnicas involucran paso de

electrones de orbitales g, m & n (estado basal) a orbitales o*

1) Tk (estado exciltado) ", El intervalo de absoreidn
electrbédnica va de UQ@ - 809 nm en el visible, todos los
compuestos coloreados absorben en éste intervalo. Por lo

general, son compuestos con enlaces multiples.
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Existen cuatro tipos de transiciones electrbdnicas de una
molécula :
n ——-— > ¥ an compuestos con C = O o grupos NO;
M —-——= > ¥ en sistemas conjJugados
Bandas Dbencenoides : debido a sistemas arométicos y
heteroaroméaticos.

Bandas etilénicas : en sistemas aromaticos.

Lay de Heer

Remington'd'®” " 81 1la 1luz incidente con 1la longitud de
onda X e intensidad Io llega a una solueidn con concentracilidn
C, ¥y con un trayecto, L de 1 cm., la energia radiante de la 1luz
se disminuye en forma exponencilal. De este modo si una
concentracién dada de una sustancla absorbe el 58% de la

radiacién incidente, al duplicar 1la concentracidn no absorbera

el 103% sino el 75% de la luz. El espesor de la muestra o) el
trayecto posee un efecto similar en la absorcidén .

Matemdticamente la ecuacidédn més utilizada en espectrofotometria
es :

Log( Io/I ) = eCL

Donde "Io" es la intensidad de la energia incidente, "I"
es la Iintensidad de la energia emergente, "C" la concentraciédn,
"L" es el espesor del absorbente (en cm. ), y "e" es la

absortividad molar (expresada como coefilciente de extincidn
molar) para la concentracidn en moles/1lt.

Si se exXpresa la concentracidn en gramos/1t., la
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absortividad se designa por "a'" en lugar de "e'". E1 término
Log( Io/I ) & Log( 1/T ) es denominado absorbancia. Por 1lo
que, realizando los arreglos mateméaticos correspondientes se
obtiene la expresidébn siguiente :

Log Ié/I = &CL ) Log Io/I = a b ¢
Donde A = absorbancia = Log Io/I & A = Log 1/T7T
sustituyendo en ambas expresiones :

A = € C L 6 A = a b ¢

Limitaciones de la levy d2 Eeer.

Remington's'® " Una buena comprensién de la limitaciones
de la ley de Beer debe ser tomada en consideracidn. Algunas de
esas limitaciones poseen naturaleza tan fundamental que
constituye una real limitacidn de la ley; se deben al hecho de

Que ésta no toma en cuenta & consideraciédén los efectos del PpH,

la temperatura, la longitud de onda, fo) las interacciones
soluto-solvente A soluto-soluto. Por ejemplo asocilaciébén
(enlaces de Hidrbégeno intermoleculares), disociacidn,

reaccliones quimicas, etc. Debido a estas limitaciones, la ley
se aplica usualmente solo para soluciones diluidas. donde estas
interacciones son insignificantes. Otra limitacidédn se debe a la

incapacidad de la mayoria de los instrumentos para proveer

radiaciones monocromdticas .
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Los métodos analiticos varian Jdesde determinaciones que
requieren gran exactitud hasta evaluaciones del tipo subjetivas
de ciertos atributos. Si se considera esta variedad resulta
l1égico el necno de que los diferentes métodos requieran
diversos escuemas de validacidn. En el caso de un método cuya
finalidad es 12 de cuantificar el principio activo en productos
farmacéuticoz, sze deberéa tomar en cuenta ciertos elementos o
pardmetros necesarios para efectuar un proceso de validacidn. A
continuacidn se detallan dichos elementos; asi como su

correspondiente parametro estadistico.

LINEARIDAD Y RANGO

Para conocer el vinculo existente entre variables se hace
necesario el determinar la existencla de c¢cilerta linearidad en
un rango dado entre las mismas. Una definicidn de ambos
elementos es la sigulente:

USP XXII'” " La 1linearidad de un método analitico es la
capacidad para proporcionar resultados que son directamente. o
por una transformacidn matematica bien definida, proporcional a
la concentracidn del analito en muestrags de un ran>o
determinado ".

USP XXII“” " E1 rango de un método analitico es el intervalo
entre los nivelesgs superior e inferior del analito (incluyendo

estos niveles) gue demuestra la existencia de precisidn,
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exactitud y linearidad utilizando el método tal como esta
escrito ".

La metodologia Estadistica presenta una ecuacidn de preaiccién
o ecuacidn de regresidn que permite conocer la magnitud de las
relacilones entfe dos varilables; a su vez esta ecuacidbén de
regresidédn tiene aplicabiliidad en las determinaciones o
predicciones del tipo linearidad entre variables; denominéndose
regresidn lineal. E1l término proviene de que existe una
relacién directa (en linea recta) entre las variables X y Y; de
manera que conforme aumenta X también 1o hace Y, & viceversa
denomin&ndose una relacién positiva. Si por el contrario, a
medida se 1ncrementa X disminuye Y la relacidn se considera
negativa.

Downie'”” "™ Dentro del analisis de regresidn un parémetro muy
utilizado es el coeficiente de correlacién (r) el cual muestpg
lea relaclédn existente entre dos variables. En la practica, un r
de * 2.8 o mAs prédximo a = 1, se considera un coeficiente alto,
un r de aproximadamente = 0.5 es considerado moderado y un r de
+* 0.3 o méAs cercanoc a 0.2 se considera bajo ".

Por 1o que la ausencia de cualquier relacién entre variables se
denota por un coeficiente de 0.00; es decir casi nulo, 1légico
resulta el hecho de que cuanto mas cercano es el valor de r a

*1l es considerada una relacidn ideal entre variables.



ESTARILIDAD DE LA SOLUCION DE PRUEEA

El hecho de poder establecer de la mejor forma el tlempo
durante el cual las caracteristicas proplas de una solucidn de
prueba se mantienen invariables, se hace necesario para poder
determinar condiciones analiticas (tiempo de almacenamiento,
utilidad de soluciones anteriores, ete.) con el objeto de
evitar resultados lejanos a la realidad.

El establecer una relaciébn matematica complicada no constituye
un objetivo del presente estudio; baJo este precepto un célculo
de forma sencilla, confilable e i1lustrativo es el indicado. Ante
esta situacidén es precisc verificar la presencia o ausencia de
variaciones en la solucién de prueba, durante el tliempo de
evaluacidén, lo anterior puede ser reflejado mediante el cllculo

del coefilciente de variliacidn.

REPETIRILIDALD

Otro elemento que se debe verificar es la determinaciédn de la
repetibilidad del método analitico; es decir que el método debe
garantizar que al efectuar los anélisis sucesivos los
resultados no difieran significativamente: lo que de otra forma
se denomina "precisién'.

El tratamlento estadistico aproplado consiste en la realizacidn
de un Anélisis de Varianza & ANOVA (del inglés, Analysis of

Variance), el cual es una de las técnicas mas utilizadas dentro
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de la 1investigacidédn moderna; fué desarrollada por Fischer

(Meyer(ll) )

quién ademés Propuso la distribucidédn denominada
"distribueidn F", la cual se utiliza en dicho tratamiento. Por
otra parte el ANOVA posee la ventaja de facil adaptacidbébn de

muchas maneras de acuerdo con el planteamiento del disefio

experimental que se proponga.

FREFPRODUCIRBILIDAD

Este elemento pretende verificar el supuesto de que bajo
condiciones normales de operacidn, en las determinacilohes
realizadas por analistas distintos no se tienen resultados muy
lejanos entre ellos; sino por el contrario sean los méas
cercanos unos a otros. Como es de esperar el hecho de gque un
andlisis pueda ser realizado por diferente analista, también 1lo
es de que puede ser llevado a cabo en dias diferentes; o séa
teniendo ambas posibilidades o fuentes de variaciédn; implica
pues, el verificar que el método propuesto es reproducible
entre diferente analista y a su vez entre dias de realizaciédn
del anélisis.

El parémetro estadistico adecuado consiste al igual que en el
elemento anterior la realizacidn de un anédlisis de varianza.

En este caso se recurre al tipo de ANOVA denominado de doble
criterio de clasificacidn & de doble factor; es decir el que
permite evaluar un determinado experimento con dos fuentes de

varliacildédn, en forma simulténea.



11

EXACTITUD

Es importante en el campo analitico el conocer el grado de
exactitud de las mediciones o determinaciones realizadas c¢on un
método especifico. El término exactitud se refiere a la medida
de la diferencia entre el valor medio de un grupo de mediciones
v el valor verdadero. USP XXII‘” define el término exactitud
de un método analitico: " Como lo cercano de los resultados de
las pruebas obtenidas por este método al valor verdadero. La
exactitud puede ser a menudo expresada como porcentaje de

recobro por el andAlisis de cantidades conocidas adicionadas del

analito ".
El realizar un analisis con el fin de cuantificar una
sustancia, implica el efectuar una mediciédn. Gordus® " En los

procesos de mediciébn pueden ocurrir dos tilpos de errores:

a) Los errores sisteméticos que son errores unilaterales
debldo a que cada uno proviene de un factor especifico
positivo o negativo durante el proceso experimental total.

b) Los errores al azar son responsables de la dispersidn de
los resultados de varias mediciones ".

Considerando que se han eliminado todos los errores

sisteméticos y solo permanecen los errores al azar, es posible

usar tratamientos estadisticos estéadndar para evaluar datos
experimentales. Los errores al azar producen desviaclones
positivas como negativas alrededor del valor verdadero, que es

el promedio, del grupo de valores. Al tener un gran nuamero de
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mediciones se obtliene una distribucidn de frecuencia (campana
de Gauss). En el caso de tener un nimeroc menor de medlciones
dicha distribucidn es relativamente més abierta, debido a que
la dispersidn en muestraes peqQuefias (menor numero de mediciones)
deberéd ser mas grande, que en el caso de muestras numerosas
(mayor numero de medicicnes); lo cual conduce a la utilizaciébén

g2 la "™ distribucién ot de Student ". Meyer'"” "

Esta
distribucidn se llama asi en honor al estadistico Inglés W. S.
Gosset, quién publicd su trabajo bajo el pseuddnimo de Student,

proponiendo su utilizacidédn en aquellos casos gque se realizen

ensayos c¢con un numero peqguefio de datos ".

Cy GENERALIDADES DEL PRIMCIFIO ACTIVO.

( fuente de informacién: THE MERCK, INDEX'® vy MARTINDALE % )~

HCOH--CH,NHC(CH ;). -

.12 H ,S0.,

C,s HoNO; . 1.2 H , SO, = 288.14L

SINONIMOS:
Sulfato de Salbutamol (Albuterol).
Sulfato de «a'[(ter-butilamino)metil]-4-hidroxi-m-xileno-a-a'-

diol.
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CAS : 51922-70-9
DESCRIPCILNG
Polvo blanco o casi blanco, inodoro o casi inodoro, sabor

ligeramente amargo.

SOLUBILIDAD:

Un gramo se disuelve en cuatro ml. de agua; poco soluble en
alcohol, cloroformo y 2tar.

LUsos =

Usp DI**’ " Broncodlilatador - utililizado en el tratamiento del

broncoespasmo en enfermedades respiratorias ".

IDENTIFICACIUN:

FARMACOPEA DE LOS ESTADOS UNIDOS MEXICANOS‘® " En presencia de
ferricianuro de potasio y bicarbonato de sodlo ( medio acuoso )
reacciona con la N,N-dimetil-p-fenilendiamonioco dicloruroc;
formando un complejo coloreado azul intenso, soluble en
cloroformo, el cual presenta absorcidn a una lonzitud de onda
de aproximadamente 605 nm ". Esta prueba se utilizé como base

para el desarrollo del método analitico.
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Todo trabajo experimental pretende el lograr objetivos; 1lo
cual es un razonamiento muy comin, ya gque el llegar a una meta
constituy= una satisfaccidn en todo sentido; pero el alcanzar
un determinado fin, requiere la habilidad técnica en 1la
ejecucidn experimental bajo un sistema planeado y organizado de
la mejor manera posible, utilizando los medios necesarios de
que se dispongan en forma econdmica y eficiente. Por otra parte
los resultados deben reflejar claridad, brevedad de cdlculo,
conflabilidad y contener 1nformacidbdn sustancilal. Lo anterior

ilustra el concepto de un Diserfio Experimental.

Chou'® " Deberd tenercse especial cuidado al planificar v
diseriar un experimento: de otroc modc, ruede que no se llegue a

alcanzar ninguna conclusidn valida .

La creacidn de un Diserio Exgp=arimental conlleva muchas
actividades. desde el considerar la disponibilidad técnica de
la experimentacidn hasta el proyectar una visidn exhaustiva de
todo lo realizado. Por lo gue se hace necesario la formulacidn
de c¢ciertas interrogantes de zuma 1mportancia: =se necesita la

informacidn ?

0]

i es asi,. que clase de informacidn?, como



15
obtener los datos, ilustrarlos y procesarlos?, cuantos datos se
necesitan para sustentar validez?, cémol relaclonar dicha
informacidn con las decisiones que conduzcan a no aceptar

premisas faliszas 2.

A contilnuacidn se plasma un esquema gque pretende solventar de
la mejor manzr»rza todas las interrcgzntes anteriores, y pueda ser
tomado como mcdelo para futuros trabajos cuyo propdsito sea el
validar un método analiticeco para la cuantificacidn de un

principio activo, en un producto farmacéutico.

LINEARIDAD Y REANGDO.
PRESENTACION DE DATOS:

La forma mas adecuada eg la creacidn de una tabla qQque contenga

la informacidén siguiente:

VARIABLE DE CONCENTRACION
RESPUESTA ( Y ) ( X))

Y X

Y, K g

Ys X 5
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Es recomendable el utililizar un Diagrama de Dispersidn, el cual

muestre la tendencia de agrupaciédn que presenten las variables.

Ejemplo:

VARIABLE -
DE '

RESPUESTA
(Y ) (

>
CONCENTRACION ( X))

REALIZACION DE LDS CALCLILOS :

Se hace necesario la creacidédn de una tabla que l1lustre en forma
ordenada el procesamiento de los datos, asi como el

ordenamiento de los mismos.

Ejemplo:
X Y X2 XY 'e
Xy Y, - - _
Xz Y . - - _
X, Y. - - -
=X sY =x? SXY Ty ?
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E1l nimero de datos minimos para poder establecer con bases
sélidas, la existencia de una linearidad en cierto rango y el
grado de relaciédn de dos variables es tinco.
( fuente de informz=cidn Spiegel™® )
Recordando la e:xnprecidn matemética de iz linea recta:
Y = a + bx (1)

la cual corresponde tambien a una recta de minimos cuadrados de
aproximacidn a un conjunto de datos C %, Dy, Zn,¥n ).
Donde 1las constantes "a" y "b" se determinan solucionando
simulténeamente l1las ecuaciones:

IY = an + bIX (2)

IXY = aZX + bIXZ (3)
que se conoceh como las ecuaciones normales para una recta de
minimos cuadrados. Para efectos de brevedad se utiliza ZTvY, IXY

n n
en cambio de 2YJ, ZXJYJ.

j=1 =1

Observese que (2) se obtiene sumando ambos ladosg de (1),
mientras gue (3) Se obtiene primero multiplicando por X ambos
lados de (1) hY luezo sumando. Logicamente esta no es una
derivacidn de las ecuaclones normales sino un medio parsa
recordarlas.
Lo anterior conduce a la ecuacidn de regresidn y a los valores

corregidos.
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Ejemplo:
Yo = a + b ( X, )
Yo = a + b (X )
. = . * ¢ s s s »
. = e F 0 i s s e e
Yo, = a + b ( X )

En el caso que se desgee mostrar la tendencia de las
variables, con datos corregidos se puede recurrir a una gréfica

como la siguiente:

R N
Y.

VALORES DE Y CO-

RREGIDOS, OBTE-

NIDOS CON LA --

ECUACION ANTE --

RIOR. >

_— >
CONCENTRACION ( X )
« CALCULD DEL COEFICIENTE DE CORRFELACICN ¢ v .

Para emitir un Juicio acerca del zrado de la correlacidn
existente entre las variables, es necesario caicular el

coeficiente de correlacidn;: para 1o cual se utiliza 1la

ecuacldén (Spiegel®® )
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n T XY - ( zx )y ( =¥ )
r':
{ .
"V [ n T X* = (22X Y] [ nz=vY" - 32y ¥]
n = el nimero de dat=z.

]
o

T

SENTACION DE LCE REZLULTADOE:
Deberd incluir ademés de los datos iniciales, los valores de

los resultados mediante el uso de la ecuacidn de regresibdn, asi

como también "a'", "b", "r".
Ejemplo:
CONCENTRACION VARIABLE DE VARIABLE DE
( X)) RESPUESTA RESPUESTA
(Y ) CORREGIDA
( Yc )
¥, Y, Yo,
Xz kP Y,
X, Yn Yen
Intercepto = a
Pendiente = b
f Coeficiente de correlacidén = r




Para

paridmetro se puede recurrir a

efectos

de reforzar

deceos

un Andlisls de Variancza

de

ampliar,

sobre

para coeficientes de correlacidn, el cual funciona bajo
tratamiento siguiente:
FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE F F
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS | CALCULADO | TABULADO
( FV ) ( GL ) ( ss ) -
sSS 1% 5%
REGRESION vV - 1 r2zy? riIzy?2 con v-1
K-V
V-1 * grados
de 1i-
ERROR DE K -V (1-r2)ZY? (1-r2)zvy? bertad.
CORRELACION
K-V
TOTAL K - 1 Yy 2 Y ?
K-1
r2xy?
v-1
* =
(1-r2)zy?
K-V
Donde :
K = Numero de mediciones.

Nimero de variables.

egspecial
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CRITERIO

- S1 el wvalor de F calculado es mayor que el valor de F
tabulado 2l 1% y 5% .vv..... existe correlacidn lineal.

- Si el valor de F calculado es menor qQue el valor de F
tabulado al 1% ¥ 5% ..... ho exliste correlacibdn lineal.

Los valores de ¥ tabulado se obtienen de las tablas de

distribucidn F ( apéndice, I-A vy I-B ) al 1% y 5%
respectivamente, entrando c¢on V-1 grados de libertad por la
parte superior y K - V, por el lado izquilerdo de las mismas.

ESTABILIDAD DE LA SOLUCION DE PRUEERA

Como una forma de obtener informacidédn Qque muestre la
estabilidad de la solucién de prueba, en un tipo de disefio bajo
un plan reducido, basta con evaluar este parémetro en solo dos
puntos (concentracidn) de los sometidos al parémetro de
linearidad y ©rango; los cuales generalmente recaen en los

valores centrales.

PRESENTACION DE DATOS:
En este caso los datos a presentar incluyen ademés el resultado

de los cllculos concernientes. Lo anterior origina la tablea:

(im0 TEGA CENTRAL |



TIEMPO VARIABLE DE RESPUESTA
: |
| —
CONCENTRACION |TIEMPO @|TIEMPO 1| TIEMPO2| TIEMPO n X |S |CV
(To) (T1) (T2) ...(Tn) .
CONCENTRACION vl v2 v3 ... ¥Yn S
UNO
CONCENTRACION vt v2r o Y3' | ... vyn' |- |- i--
DOS

FEALIZACIGN DE LOS5 CALCULOS.

x|

.Cllculo de la media o valor medio (
X =

.C&lculo de la desviaclidn estéandar ( S )

.C&lculo del Coeficiente de Variacidén ( CV

S
CvV = x 109

X
Donde:

n = el numero de datos.

)

22
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PRESENTACION D

I

LOS RESULTADOE
Un tipo de zrafico que muestre el comportamiento de la solucildn

de prueba, durante el transcurso del tiempo. es el sigulente:

VARIABLE :
DE
RESPUESTA -
: (T@,Y12'") ... (Tn,¥n") COMPORTAMIENTO
CONCENTRACION DOS

(T@,¥Y1) vv. (Tn,¥Yn) COMPORTAMIENTO
CONCENTRACION UNO

>

TIEMPO @ ......... TIEMPO n
COEFICIENTE DE VARIACION PARA CONCENTRACION DOS

COEFIFIENTE DE VARIACION PARA CONCENTRACION UNO

REPETIRILIDAD Y KEPRODUC

-
i3

S ILIDAD.

Los parédmetros Repetibilidad hY% Reproducibilidad estén
intimamente relacionados por sus caracteristicas, por lo tanto
su evaluaclidn recae en la misma técnica estadistica ( ANOVA )
variando solo en el tipo de clasificacidn de dicha técnica.
Naturalmente los datos a utilizar sufren igual fendmeno; por lo

que es conveniente el presentar un conjunto de datos generales

que originan las evaluaciones, luego al verificar cada
paradmetro mostrar la parte que se utilizaréa. Esta forma de
arreglo permite el doble aprovechamiento de los datos

obteniéndose beneficios de tipo econdmico.
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Un aspecto muy I1mportante lo constituye el calculo del error

experimental, debido a que no es lejano el hecho de obtener

resultados satisfactorios; no obstante el valor de dicho
cédlculo puede sobrepasar la magnitud del grado de
confiabilidad,. con el que generalmente se trabaja ( error
experimental mayor del 5% ). En caso de suscilitarse esta

situacidn el andlisis de varianza resulta sin validez alguna;
va que es totalmente imposible el aceptar una premisa sobre un
experimento en particular, cuando el error en torno a 1la
realizacién del experimento es superior al grado de

confiabilidad bajo el cual se tomarid la decisidn.

Por otra parte el evaluar parémetros en solo dos puntos de los
verificados con anterioridad ( mismos puntos ) posee suficiente
validez aceptable. Asi también es recomendable la elaboracidn

de una simbologia adaptable a los dos tipos de ANOVA.



Ejemplo:
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VARIABLE DE RESPUESTA
TRATAMIENTCS CONCENTRACION 1 CONCENTRACION 2
ANALISTA 1 ANALISTA 2 ANALISTA 1 - ANALISTA 2
TRATAMIENTO REPETICION REPETZZION 1 |REPETICION 1| REPETICION 1
1 REPETICION REPETIZION 2| REPETICION 2| REPETICION 2
REPETICION REPETICION 3 |REPETICION ZI|REPETICION 3
TRATAMIENTQ C e e e e e O T
2 N R N . F O
TRATAMIENTO O R N P
3 N e e s e e e e . e e e
TRATAMIENTO | oo v v v | e e it e .
L D
HEFETIRBILIDAD
PREESEMTACION DE LOS DATOES:
Con el objeto de mantener el ordenamiento general, se

recurriréd a

tabla de este tipo:



VARIABLE DE RESPUESTA
TRATAMIENTOS ANALISTA 1
CONCENTRACION 1 CONCENTRACIGN 2
TRATAMIENTO REPETICION 1 REPETICION 1
1 REPETICION 2 REPETICION 2
REPETICION 3 REPETICION 3
TRATAMIENTO s e . e e e
2 D RN .
TRATAMIENTO S eesea. ‘e N ‘e
3 e . e .
TRATAMIENTO | oo P
i B e T

PREOCESAMIENTO DE LOS DATOS:

E1l arreglo que

visualizacidn de variaciliones de

muestra a

continuacidn

permite

26

la

gran notoriedad en los datos

asi como los valores de la desviacidn estandar relativa para

cada serie de datos. Esta esquematizacidédbn es aplicable 2 una

concentracidn a la vez; por lo que en caso de evaluar mas de

una concentracidédn, solamente se debers repetir sigulendo los

mismos lineamientos del procedimiento que se detalla.
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Ejemplo:
TRATAMIENTOS| REPET. | REPET. | REPET. | _
1 2 3 X > X s X2 S RSD

TRATAMIENTOL - - - - ZXtl - - -
TRATAMIENTO2 -~ - - - ZXt2 - - -
TRATAMIENTCGS - - - - zXt3 - - -
TRATAMIENT L - - - - =Xtl - - -

X - - - X

TOTAL
=X - - - =X
TOTAL
=X 2 - - - zK?
TOTAL

S - - -

RSD - - - J

DONDE :

X Total = promedio de las medias ( X ) por columna o fila;
realizandolo de las dos formas el resultado es el
mismo.

zZX Total= Sumatoria de los valores ZX por columna o filsa;
realizéndolo en las dos formas el resultado ez el
mismo.

zX?2 Total = Sumatoria de los valores de X2 por columna o

fila; realizandolo en las dos formas el

resultado es el mismo.

( =X total )2
Factor de correccidn ( C ) =

n

n = numero de datos.



Luego se formulan

HIPOTESIS NULA :

HIPOTESIS ALTERNA:

FEALIZA

CIop DE

A continuacidbén

28

las Hipdtesis que originan el ANOVA:

hace referencia a Que no existe diferencia

alguna entre las variables de r=:zpnuesta

obtenidas en tratamlientos diferentz==.

hace referencia a la existencia de una
diferencia entre las variziolzs de
respuesta obtenidas en tratamientos

diferentes.

LOS CALCULGOS:

procede a la ejecucidn del andlisis de

varianza.
INTE DE |GRADOS DE|SUMA DE|MEDIA DE F F
RIACION LIBERTAD |CUADRADOS|CUADRADOS|CALCULADO| TABULADO|DECISION
1 %|5 %
ATAMIENTO L v VII IX XI XII XIII
IRROR IL v VIII ERROR
EXPERI-
MENTAL
OTAL III VI X




II

I1T

Nota

Iv

VI

VII

VIII

IX

<X

XIT
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~Jo a la siguiente notacidn:
numero de tratamientos.
numar~ de pruebas o repsticiones por TtTratamiento.
a - =
= a8 ({ = - 1)
= a © - 1
z - 1] + [ a(b - 1)1 = III
( Zurl )Y o+ (Exez2 Fo+ ( zZHe3d )7 o+ (zZXth )
- C
o)
VI - v
Zx® TOTAL - C
v
i I
\Y
i II
VII
i VIII
N VIII
X 100
; total
Valor se toma de la Tabla de distribucidébn F 2L 1%
(apéndice, I - A ), entrando con I por la parte
superior y II por el lado izguierdo.
= Valor se toma de la tabla de distribucidén ¥ =21 52
(apéndice. I - B ), entrando con I por la parte

superior vy

IT por el lado izquierdo.
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XITII = Para la interpretacidn o toma de decisidn acerca del

resultado, se utilizan los criterios sigulentes:

- Si IX es mayor cue XI vy XIL,. exiscs diferencia
estadistica significativa.

- S1i IX es menor que XI v XII no exizte diferencia
estadistica significativa.

- Si IX es menor gque XI; pero mayor qu= <II, entonces

exliste diferencia estadistica.

PRESENTACICON DE LOE REDULTADOS:

En concordancia con los planteamientos de ANOVA convencilonales
los resultados a presentar lo constituyen 1los esquemas
propuestos en el procesamiento de los datos y la realizacidédn de

los calculos; asi como las hipdtesis formuladas.



FEP

FEODLICIRILIBAD

PRESENTACION TE LIS DATOGS
VARIABLE DE RESPUESTA
ATAMIENTOS ANALISTA 1 ANALISTA 2
CONCENTRACTI: & JCONCENTRACION CONCENTRACIGCN | CONCENTRACIO
1 2 1 2
ATAMIENTO REPETICICN 1 REPETICION 1 REPETICION 1 REPETICION
1 REPETICION 2 REPETICION 2 REPETICION 2 REPETICION
REPETICION 3 REPETICION 3 REPETICICN 3 REPETICION
ATAMIENTO C et e s e S e . c et s e . PN
2 e e e e e B O
ATAMIENTO | .......... P P T e .
1 2 .. .

..........

.....




(_A)

PROCESAMIEMTO DE LOSE DATOE:

El arrezioc =2s similar al que ze utiliza en el paramety:

repetibilidad., al igual que lasz consideraciones generales.

i
TRATAMIENT S| ANALISTA|ANALISTA| _
1 2 < X |=x2 |s |RsD
TRATAMIENTO1 | PROMEDIO | PROMEDIO| - sxt1| - |- |-
TRATAMIENTO2 | PROMEDIO|PROMEDIO| - xt2 - |- |-
TRATAMIENTO3 | PROMEDIO|PROMEDIO| - xt3| - |- |-
X sXal wXa2 |X
TOTAL
=X - - =X
TOTAL
ZX* - - TX?
TOTAL
S - _
RSD - -

La formulacidn de lac Hipdtesis que orizinan el ANOVA de duoi

clasificacidn es la siguiente:
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HIPOTESIS NULA: hace referencia a Qque no existe diferencia

alzuna en las variables de respuesta obtenidas

por tratamiento entre diferente analista.

HIPOTESIS ALTERNA # 1 hace referencia a la exisgstencia de una

diferencia entre las variables de

respuesta obtenlidas por tratamiento.

HIPOTESIS ALTERNA # 2 hace referencia a la existencia de una
diferencia entre las variables de
respuesta obtenidas por diferente
analista.

FREALIZACION DE LOS CALCULIOS:

Conduce a

generales similares

la creacidn

del esquema

siguiente

21 ANOVA anterior).

(consideraciones

FUENTE DE|GRADOS DE|SUMA DE |MEDIA DE F F DECISIOLN
VARIACION|LIBERTAD |CUADRADOS|CUADRADOS|CALCULADO | TABULADO
1% 5%

TRATA- I v IX KII XV |XVII
MIENTD

T XIX
ANALISTA Iz i v I X

; XIII XVIL?VIII
ERROR III \ VII XI

ERROR

TOTAL IV } VIIT EXPERIM.

XIV




De acuerdo a la siguiente notacidn:
a = numero de Tratamientos
b = namero de analistas
C = factor de correccidn
I = a - 1
II = b - 1
ITI = (a - 1;:2 - 1)
Iv = a b - 1
Nota IV = [(a - 1)+(b - 1)1 + (a
(EXt1)?2 + (ZTXt2)2 + (=ZTXt3)?
V =
b
(£Xal)? + (=Xa2):?
VI = _ C
a
VII = VIII - V - VI
VIII = ZX%2total - C
\4
IX = —
I
VI
b4 =
II
VII
XTI =

III

1)(b

1)

34



XIT

XIIXI

XIV

XV

XVI

XVII=

XVIII=

X1
XTI
X 100

Xtotal

valor de la tabla de distribucibdn F al 1%
(apéndice, I-A) entrando con I por la parte superior y
III por el lado izquierdo.

valor de la tabla de distribucidn F al 1%
(apéndice,I-A) entrando con II por la parte superior y
IITI por el lado izquierdo.

valor de la tabla de distribucidn F al 5%
(apéndice. I-B) entrando con I por la parte superior y

III por el lado izquierdo.

valor Ge la tabla de distribucidn F al 5%
(apéndice., I-B) entrando con II por la parte superior y

III por el lade izquierdo.

la decisidn de acuerdo al resultado, bajo

Si XII es mayor gque XV y XVII 6 XIII es mayor que XVI y
XVIII exizsrte diferencia estadistica significativa.

S1 XII ez mencr que XV y XVII, y XIII es menor que XVI
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y XVIITI no exlste diferencia =2stadistica significativa.
- Si XII o XIIT sOn mayoreg que XVII & XVIII; pero

menoras que XV & XV7I, respectivamente, existe
diferanciza estadisticea.

PRESENTACION D& L3S RESULTADCS

Los lineamient:s a geguilr son los sr»opuestos en el paraéametro

anterior (repativilidad).

EXACTITUD

Para la determinacidén del grado de exactitud, lo mas

conveniente es la utilizacién

mediliante una prueba t de Student;

aceptable para sustentar valildez
cinco pruebas.

PRESENTACICN DE LOS DATOS

de un ensayo

de significacidbn,

para 1lo cual como numero

se considera un minimo de

VARIABLE DE VARIABLE DE
RESPUESTA DE MUESTRA RESPUESTA
CON ADICION DE ESTANDAR DE
ESTANDAR DE REFERENCIA REFERENCIA
n n
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PROCESAMIENTD DE DATOS
VARIABLE DE RES- VARIABLE DE|CANTIDAD CANTIDAD % DE
PUESTA DE MUESTRA RESPUESTA ENCONTRADA RECUPERADA | RECOBRO
CON ADICION DE ESTANDAR DE|EN MUESTRA
ESTANDAR DE REFERENCIA CON ADICION
REFERENCIA
h n n n n
X —
S —
FEALIZACION DE LOZ CALCHULOR
Al igual que en el caso de la distribucidn F, se trata de

verificar la ausencia o presencia de diferencia significativa

entre los experimentos. Con esta finalidad se recurre a la
expresidn: _

X - K| _

t = ———————--— I N

s
Donde :
X = promedio de loz porcentajes de recobro.
S = desviacidn entre los porcentajes de recobro.
M = valoracidn del estandar de referencia.
N = numero de experimentos efectuados.
Luego el valor de t calculado se compara con el valor de 1la
distribucidn t de Student al 95%, con N - 1 grados de libertad;

obtenido de la tablz czorrespondiente (apéndice, I - C).
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Al
1~
—
m
Al
—
it
un

Si t calculado es menor gque ¢l valor de t tabulado, no

existe diferencia significativa,.
- Si t calsulado es mayor que el alor de t tabulado,

existe diferencla significatiwva.
En caso de que ei valor de t calculado sobrepase al valor de t
tabulado al > =21 de 95 %, se deb=:131 buscar el nivel adecuado;
no con la finalidad de hacer pasar la prueba al experimento
simplemente; zino con el fin de prszentar una alternativa con
suficlente informaciébn, para poder ser seleccionada bajo
criterios amplios, con todos sus cuestionamientos.
Otro aspecto de suma importancia lo constituye el hecho de 1la
determinaciédn de los limites de confiabilidad & conflanza, para

lo cual se emplea la expresidn:

limite de _ S
= X = (t' ) —-—-—---
confianza -
I~ N
donde :
t' = valor de t tomado de tablas (apéndice, I-2)

correspondiente al nivel de confianza en el cual, =1

experimento pasa la prueba.



PRESENTACION DE LIS REESULTADLCS
Comprende el presentar: grado de exactitud ( X ), el grado

confianza o confiabilidad, y los limites de confianza.

ECILT PO
- Espectrofotdmetro
PERKIN - ELMER LAMBDA 2 UV/VIS.
VERSION 3.7
REACTIVOS
- Cloroformo.
- Salbutamel estéandar de referencila, en forma de sulfato.
- Soclucidn de bicarbonato de sodio al 5 %.
- Solucidn de ferricianuro de potasio al 8 %.
- Solucidn de N,M-dimetil-p-fenilendiamonio dicloruro.

~ Sulfato de sodioc anhidro.

MATERIALES

- Algodbon.

- Ampollas de =z=2paraciédn color ambar 25@ ml.
- Balones volumétrices color ambar 50 ml.

- Balones volumetricos 100 ml.

- Beakers 50. 100. 259 ml.

- Embudos.
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- Panvel Whatman No. 1.
- Pipetas volumétricas 1,2.3,4,5 ml.

- Viidrio de relojd.

ChYy METITD ANALITICO

(Métomn modificado FARMACOPEA DE LOS ESTADOS UNIDOS
MEXIcCanog® )

REFERENCIA ESTAMLDAR:

Sulfato de Salbutamol, desecarlo como indica la etiqueta.

Solucidn Estandar.

Pesar una cantidad de Sulfato de Salbutamol esténdar de
referencia equivalente a 190 mg. de salbutamol, transferirlo a
un frasco volumétrico de 19@ ml, adicionar 50 ml de agzua
destilada y agitar durante 15 minutos para disolver. Aforar con
el mismo solvente.

Prevaracidn de 1a muestra.

Tomar una alicuota del jarace h% transferirla a un frasco
volumétrico adecuado. Efectuar lz2s diluciones necesarias hasta
obtener una concentracidn de 190 ug,ml (salbutamol), utilizando

agua destilada como covente. (Agitar vigorosamente para

homogenizar).

I

ROCED

MIENTE

>

dos embudos de separacidn gque contenga 25 ml de agua,
transferir una alicuota de 3.0 ml de la solucidn muestra y de

la solucidn estandar respectivamente. Anadir a cada uno 4 mi de
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la solucidn al 5% de bicarbonato de sodio y 4 ml de la solucidn
de N-N-dimetil-p-fenilendiamonio dicloruro y U ml de 1la
solucidn al 8% de ferricianuro de potasio. Mezclar y dejar
reposar 15 minugos protegido de la luz.
Extraer con dos porciones de 2@ ml cada uno de cloroformo,
filtrar los extractos clorofdrmicos a través de un embudo que
contenga una torunda de algodbdn y sulfato de sodio anhidro,
recolectando los extractos en balones volumétricos de 58 ml.
Aforar con el mismo solvente.

Determinar las lecturas de las absorbancias de lasg soluciones

estédndar y muestra a una maxima de 605 nm, utilizando celdas
de 1 cm Yy cloroformo como blanco, en un espectrofotdmetro
adecuado.

Efectuar los cldlculos correspondientes.

PREPARACION DE REACTIVOS
1) Solucidn de bicarbonato de sodio al 5 %.

Pesar 5 g. Jde bicarbonato de sodio y llevar a volumen

de 100 ml con agua destilada.

]

2) Solucidn de ferricianuro de potasio al 8 ¥%.

r

Pesar 5 2. de ferricianuro de potasio h% llevar a
volumen de 100 ml con agua destilada. (preparacidn
reciente).

3) Solucidébn de N.N-dimetil-p-fenilendiamonio dicloruro.
Pesar 50 mgzg. d= N,N-dimetil-p-fenilendiamonio dicloruro
y llievar a volumen de 50 ml con agua destilada

(preparar el dia de uso).
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Dy METSGIZLOGIA DE YALIDACINON

Esta =tapa de trabajo comprende la validaciédn del método

analiTtxco propuesto; la cual reguiere el cumplimiento de
clertc:z elementos o parametros analiticos, constitufdos por:
lineair’dad Vv rango, eztabilidad, repetibilidad,
reprciuz2ibililidad y exactitud; pravia determinacidn de 1la

longitnud de onda de méaxima avbsorcidn.

1) Para conocer la linearidad del método analitico propuesto

en un rango determinado, preparar cinco soluciones de
sulfato de salbutamol estandar de referencia, en un rango
de concentraciones comprendidas entre 2 - 19 ug./ml de
salbutamol base, Y hacer lectura de absorbancia a 1la

longitud de onda de méxima absorcidn.

2) Para determinar la estabilidad de la solucidén de prueba
(complejo coloreado formadc . someter soluciones de dos
concentracliones (4 y 6 ug.,/ml) de salbutamol base = sulfato
de salbutamol estandar de refarencia, a una temperatura de
L°C y evaluar a intervalos de siste dias durante un mes.

3) Para verificar la repetinvilidad del método efectuar
determinaciones en soluciones preparadas con sulfato de
gsalbutamol estindar de refarencia a dos concentraciones de
salbutamol base (4 y 6 upg. ml), realizar tres repeticiones
diarias de cada concentracidén <durante cuatro dias. Someter

a un andlisis de varianza las absorbancias obtenidas.



4)

5)

Para verificar la reproducibilidad del método realizar
determinaciones en soluciones preparadas con sulfato de
salbutamol esté&ndar de referencia equivalente a dos
concentraciones (4 y 6 ug./ml de salbutamol base), efectuar
tres repeticiones diarias de cada concentracidn durante
tres dias, preparadas por diferente analista. Someter a un
an&dlisis de varlanza las absorbancias obtenidas.

Para determinar el grado de exactitud del método, analizar
siete muestras (Jarabe) con cantidades adicionadas de
sulfato de salbutamol estandar de referencla, determinar
luego el porcentaje de recuperacidn o recobro; a partir de
las lecturas de absorbancia obtenidas. Realilzar una prueba
t de Student utilizando los porcentajes de recobro

resultantes.
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1- LINEARIDAD Y FRANGO

Tabla 1. Valores de absorbancia del método espectrofotométrico
para la determinacidédn de salbutamol ( en forma de sulfato ) en

Jjarabes.

ABSORBANCIA CONCENTRACION
2.16662 2 Mg./ml
2.33128 4 ug./mi
Pp.U08029 6 wug./ml
@.63104L 8 Mg. /ml
@.718¢4 18 ug./ml
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Grafica 1. Diagrama de dispersidn del método analitico, para'la

evaluacidn de la linearidad y rango del método.
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Tabla 2., Resultados de linearidad hY4 rango para el
analitico.
CONCENTRACION ABSORBANCIA ABSORBANCIA
CORREGIDA
2 Mg./ml @.16662 @.184934
Iy MZ. /Ml 9.33128 @.325194
6 ug./ml @.U48829 Q. 465454
8 jug./ml 2.63124 @.625714L
12 ueg./mil @.718¢lL 2.745974
Intercepto = @.0U44674
Pendiente = @0.07213
Coeficlente de correlacidn = 2.994L8839

u7

método

Loyl

e et

[ ST TR N

-y
AEMTDAL
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La gréafica 1, muestra el diagrama de dispersidédn en el cual se
aprecilia que 1los puntos en dicho diagrama, tienden a estar
agrupados en una recta, lo cual demuestra la existencia de una
regresidén del tipo lineal. Luego en el anexo 1 z2 presenta el
tratamiento matem&tico correspondiente, aplicado a los datos:
coeficiente de correlacidn y el andlisis de varianza aplicado
al mismo.
La tabla 2, ilustra los resultados generales, los cuales
demuestran claramente la existencia de una relacidn del tipo
lineal entre las variables "absorbancia" y 'concentracidn", en
el rango comprendide de 2 - 10 ug./ml. A pertir de estos
resultados es posible efectuar determinaciones analiticas y su
posterior tratamiento matemédtico; para la verificaclidn de otros
parametros o elementos necesarios para la validacién del
método. Se tomaron unicamente los valores de 4 y 6 wug./ml los
cuales pueden considerarse como representativos.

Z— ESTARTILIDAD DE LA SOLUCION DE PRUERA

I}

La tabla 3, muestra los valores de las lecturas de absorbancia
obtenidas durante el tiempo de duracidn de la prueba, la

grafica 2, 1lustra el comportamiento de las mismas.



Tabla 3.
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Evaluacidn de la estabilidad de la solucidn de prueba,

mediante la determinacidédn del coeficiente de variacién.

TIEMPO ABSORBANCIA

CONCEN- %} 1 2 3 4 X S CcV
TRACION | SEMANA | SEMANA | SEMANA | SEMANA | SEMANA

dug. /mi B.296 @.304| 2.314 @.317 @.334 2.313|92.914|4.47
6bug. /ml @.477 @.487| @.492 ©.488| ©0.503 2.089|0.009|1.84
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Grafica 2. Comportamiento de la estabilidad de la solucidn de

prueba del método analitico, durante un mes a 4 °C.

J—

+ 6 ug./ml (CV = 1.84)

- 4  ug./ml (cv = 4.47)
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De acuerdo al comportamlento queda claro la existencia de una
variascidn hasta cierto punto alta, para el tlempo de evaluacidn

y las condiciones éptimas de almacenamiento. Si se considera 21

hecho de que este elemento constituye el indicative de
utlilizacidn, en clerto periodo de tiempo de la solucidn de
estandar de referencia, es sumamente delicado el tomar A

decisidédn acerca de este hecho; ya que la maghitud del estandas
de referencia constituye el paradmetro de apoyo para obtener el

resultado de un anélisis.

53— BEPETIRILIDAD

En la tabla 4, se muestran los valores generales (los cuales
son utilizados para la evaluacidn de otro parAmetro:

reproducibilidad); la tabla 5, muestra el ordenamiento de los

datos que fuesyron utilizados para esta etapa. La tabla 6
contiene el procegsamiento de los datos hY4 la tabla 7, el
andlisis de varianza para la concentracidbdn de UL uz./ml. La

tabla 8, contien= el procesamiento de los datos y la tabla 9,
el and’ilisis de varianza para la concentracidén de 6 ug.,/ml. Por
otra parte en =21 anexo 2, se muestra: una simbologia adaptable
utilizada en todos los ANOVA (excepto el aplicado al
coeficiente de correlacidn, el cual representa un caso

especial) y los cidlculos concernientes.



Tabla 4.

Valores generales

ob

tenidos en la evaluacilidn

repetibilidad y reproducibilidad del método analitico.

LECTURA DE ABSCRZANCIA
DIAS CONCENTRACION U ug./ml CONCENTRACION 6 ug./ml
ANALISTA 1 ANALISTA 2 ANALISTA 1 ANALISTA 2
@.31913 0.3U500 @.48790 2.52722
DIA 1 ©.31000 @.37020 @.48700 2.533092
2.296¢@ 2.36300 @.U7700 @.47400
2.30895 2.32355 @.49102 @.48519
DIA 2 2.31600 B.320009 2.45700 2.46000
2.32700 2.3U20202 2.45820 @.49320
2.30875 9.36271 @.U47972 @.52466
DIA 3 @.34258 3.35900 2.43371 2.52509
2.33128 2.35000 2.48029 0.48700
2.3U4577 @.51516
DIA 4 @.343002 - 2.50800 -
Q2.3230¢9 2.48300

52

de la
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Tabla 5. Valores obtenidos en la evaluacidn de la repetibilidad

del método.

LECTURA DE ABSORBANCIA
DIAS ANALISTA 1

CONCENTRACION 4ug/ml |CONCENTRACION 6ug/ml

2.31913 2.48790

DIA 1 @.31000 9.48700

2.296020 2.47700

2.302895 @.49102

DIA 2 2.31600 2.45700

9.32720 2.45800

2.30875 @.UL7972

DIA 3 2.34258 @.43371

@.33128 @.48029

2.3U577 2.51516

DIA &4 2.34320 2.50800

; 9.32300 2.48300




Tabla 6.
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Procesamiento de datos para evaluar la repetibilidad

del método, a una concentracidn de U4 uz./ml de salbutamol base.

REPETICION |REPETICION|REPETICION _

1 2 3 X =X X2 S RSD
2.31913 Q.2L3IB 2.29600 @.3@5-%9.9251 2.2856|@8.0116|3.76
2.32895 .31z ia 2.32709 @.317;i®.9519 2.3022|0.0091|2.87
2.30875 @.34253 2.33128 @.3275|10.9826|0.3224|2.8172{5.25
2.34577 Q.3U300 2.323002 2.3373(|1.0128|9.3415 Q.Qi?“‘z_ﬁﬁ
@.3206 @.3279 2.3193 @.3226
1.2826 1.3116 1.2773 3.8714
@.4122 @.4310 ?.U0086 1.2518
@2.0174 2.2174 @.92159
5.43 5.31 4.98
HIPOTESIS NULA = No existe diferencia entre las lecturas

obtenidas en dias diferentes.
HIPOTESIS ALTERNA = Existe diferencla entre las 1le=c2%uras

obtenidas en dias diferentes.




Tabla 7.

Anédlisis

repetibilidad

del método.

salbutamol base.

de

varianza

a, una concentracidn

(ANOVA)

para

de 4 ug.,/ml,

evaluar

FUENTE DE - FT
VARIACION|G.L. sSs ss FC DCS
1 % 5 %
DIAS 3 1.4 x 107° 4.67 % 10°° 2.67|7.59|4.87|(a)
ERROR 8 1.4 x 187 1.75 x 18°*
E.E.
TOTAL 11 (2.8 % 1¢a° h.1
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Tabla 8. Procesamiento de los datos para evaluar
repetibilidad del método, a una concentracibdn de 6 ug./ml de

salbutamol base.

REPETICION | REPETICION REPETICION —
Y TAS 1 2 3 X =X Xz S Rf
YL 2.487992 @.u48700 2.47700 @.4800|1.4519|0.7027|0.0060|1
VT A @.49102 2.45700 2.458300 2.U686|1.4060|2.6597|0@.0193|4.
'IA @.47972 2.U43371 2.480229 @.4646 1.3937 @.6489|@.a3267 |5
IA @2.51516 2.508209 ©.48300 2.5020|1.5062|0.7567|@.0169|3
X 2.493L . 4714 0.u745 2.4798
=X 1.9738 1.8857 1.8983 5.7578
X2 @.Q747 @.8922 2.9013 2.7682
S 2.2152 2.0327 2.0113 .
RSD 3.08 6.94 2.38
HIPOTESIS NULA = No existe diferencia entre las lectur:

obtenidas en dias diferentes.
HIPOTESIS ALTERNA = Existe diferencia entre las lectur:

octenidas en dias diferentes.
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Tabla G. An&lisis de varianza (ANOVA) para evaluar la
repetibilidad del método, a una concentracidn de 6 M.,/ mi de

salbutamol base.

FUENTE DE . FT
VARIACION|G. L. sSs Ss FC DCS
1 % 5 %
DIAS 3 2.6 x 1@ 3.67 x 197° 2.39|7.59|4.27| (@)
ERROR a 2.9 x 10° 3.62 x 197

B
S I

TOTAL 11 [5.5 x 107
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Los resultados obtenidos para ambas concentracilones (valor de F
calculado es menor que el valor de F tabulado, tanto al 1 %

como al 5 %), demuestra Qque el método propuesto es repetible

entre dias; ¥a que no existe dliferencia estadistica
significativa (95 % de confianza) antre las lecturas de

absorbancia obtenidas en dias diferentes.

d— EEPRODUCIEBILITGAD

La tabla 19 illustra el ordenamiento de los datos procedentes de
la tabla 4, utilizados en este elemento. Las tablas 11 y 12
muestran el procesamiento de los datos y el anédlisis de
varianza de los mismos, para una concentracidn de U4 ug./ml. La
tabla 13 y 14 ilustran el procesamiento de los datos Yy el
anélisis de varianza de los mismos, para una concentracidn de
6ug. /ml, respectivamente.

En el anexo 3 se presentan cédlculos concernientes a los ANOVA.
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Tabla 19. Valores obtenidos para la evaluacidn de la

reproducibilidad del método analitico, entre anallstas.

LECTURA DE ABSORBANCIA
DIAS ANALISTA 1 ANALISTA 2
CONCENT. Uug|CONCENT. 6ug|CONCENT. ULug|CONCENT. 6ug
@2.31913 2.4879@ 2.345002 2.52729
DIA 1 2.31009 2.48700 3.37000 2.533009
2.29600 @.47700 2.36320 @.47400
2.30895 2.491022 @.32355 @.48519
DIA 2 2.316002 Q.45708@ 2.32000 Q.46000
@.327900 @.U45800 @.34200 2.49300
@.32375 @.47972 2.36271 @.52466
DIA 3 @.34253 2.43371 @.359009 @2.52500
@.33128 @.48029 2.35000 2.48700
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11. P
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rocesamiento de datos para evaluar la

reproducibilidacd del método entre analistas, de una

concentracidn

de Uug./ml de salbutamol base.

ANALIZTA ANALISTA -
DIAS 1 2 x X X2 S RSD
DIA 1 0.3084 2.3593 2.3338|0.6677|2.2242  0.0362|10.30
DIA 2 2.3173 @.3285 0.3229|0.6458|92.2086|@.00879 2.45
DIA 3 @2.3275 3.3275 0.3423|0.6347|0@.234810.02192 6.13
X 2.3177 2.3483 |@.3332
22X 2.9532 1.0U45@ 1.9982
=X? 0.32309 2.3646 2.6676
S 2.0096 @.0172
RSD 3.082 4.9o4
HIPOTESIS NULA = No existe diferencia entre las lecturas

HIPOTESIS ALTERNA # 1

HIPOTESIS ALTERNA # 2

obtenidas por dia, entre diferente analizta.

Existe diferencia entre la lecturas

obtenidas por dia.

Exigste diferencia entre las lecturas

obtenidas por diferente analista.



Tabla 12.

la reprod

concentracidn de U4 wug./ml,

Anélisis de varianza ( ANOVA )

ucibilidad del

método

entre

61

para la evaluacidn de

analistas,

de salbutamol base.

para

FUENTE DE - FT
VARIACION|G. L sSs ss FC DCS
1 % 5 %
DIAS 2 2.0203 1.5 x 19° .75 99 19 | (@)
ANALISTA 1 @.02814 @.020214
7 98.5(18.
ERROR 2 2.0004 2.0002
.E.
TOTAL 5 2.0021 23

la
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Tabla 133. Procesamiento de datos para evaluar la
reproducibilidad del méctodo analitico entre analistas, & una

concentracidn de 6 uz../ml, de salbutamol base.

ANALISTA ANALISTA _ ;
i DIAS 1 2 X X O S RSD
DIA 1 @.4840 @.5114 @.4977 @.9954|2.495%6 | 0.0194| 3.9@
DIA 2 2.u4687 @.4704L @.4700|0.9481|0@.4495|0.0082 1.69
DIA 3 @.u646 @.5122 ©.488410.97680.4782/0.02336| 6.33
; @.u4724 2.5010 @.4867
=X 1.4173 1.5830 2.9203
TK? 2.6698 2.7537 1.4236
S 9.0102 2.0137
RSD 2.16 3.73
HIPOTESIS NULA = No existe diferencia entre las lecturas

obtenidas por dia, entre diferente analista.

HIPOTESIS ALTERNA # 1

Existe diferencia entre la lecturas

obtenidas por dia.

HIPOTESIS ALTERNA # 2 Existe diferencilia entre las lecturas

obtenidas por diferente analista.



Tabla 14,

Andlisis

de varianza (

63

ANOVA ) para evaluar la

reproducibilidad del matodo entre analiztas, a una
concentraciédn de 6 ug.,/ml, de salbutamol base.
FUENTE DE - FT
VARIACION | G. L. SS SS FC DCS
1 % |5 %
DIAS 2 5.9 x 12™° 2.5 x 107° 1 99 19 | (@)
ANALISTA 1 1.2 x 12° 1.2 x 19°°
4,8 98.5|18.5
ERROR 2 5.2 x 10° 2.5 x 190°°
E.E.
TOTAL 5 2.2 x 107 3.25

oAl rENTRAL |



De acuerdo a los
al 1 %y 5 % ).
método analitico

2ias diferentes,

64
resultados ( F calculado menor que F tabulado
para ambas concentracliones; se deduce que él
muestra ser reproducible entre analistas y

gque no se encontrd la existencia de

[

v

liferencia estadistica significativa, con un grado de

confliabilidad del 95 %.

La tabla 15, i1lustra los valores obtenidos en la evaluacién de

la exactitud, la tabla 16 muestra el procesamiento de los

mismos, asi como los resultados; evaluado a una concentracidn

de 6 ug./ml. El anexo U presenta los célculos correspondientes.



Tabla 15. Valores obtenidos en

exactitud del método, a una

salbutamol base.

65

la determinacidbédn del grado de

concentracidn de 6 ug./ml

de

LECTURA DE
DE MUESTRA
DE ESTANDAR

ABSORBANCIAS
CON ADICION
DE REFERENCIA

LECTURAZS DE ABSORBANCIAS
ESTANDAR DE REFERENCIA

a.

2.

2.

2.

2.

2.

2.

540
546
546
524
524
523

521

g.566
2.566
2.566
2.547
@.547
2.5L7

@.547




Tabla 16.

método,

Procesamiento de datos

a una cohcentracidn de 6 ug./ml de salbutamol base.

66

para evaluar la exactitud del

LECTURAS DE
ABSORBANCIAS
MUESTRAS

| CON ADICION
'TZ. ESTANDAR
DZ REFERENCIA

LECTURAS DE
ABSORBANCIAS
ESTANDA= DE
REFEREMIIA

ng.
ENCONTRADOS
EN MUESTRA

CON ADICION

uZ.

RECUPERADOS

%

DE RECOBRO

2.540 2.566 5.724 . 917 95.85
2.546 @.566 5.788 .981 99.05
2.5U46 2.566 5.788 .981 99.85
@.524 @.547 5.748 .94 97.@5
@.524 2.547 5.748 Q41 97.85
@.523 @.547 5.737 Q30 96.50
@2.521 @.547 5.715 98 95.49
% 97. 14
= 1.438
Grado de exactitud = 97.14 %
Limites de confianza = 3.24 %

Grado de confiabilidad=

99.98 2%
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Iw— CioapdCl LIS T o E =

De los resultados obtenidos se deduce que el método

analitico propuesto es lineal en un rango de
concentracidbdn de 2 - 19 ug./ml, repetitle entre dias,
reproducible entre analistas y dias ( confiabilidad del
95 %) con un grado de exactitud del 97.14 % +* 3.24 %

( confiabilidad al ©9.9 % ).

El método analiticc puede ser utilizado para el control
de calidad en las muestras; tomando en cuenta el hecho de
la dificultad analitica de todo proceso de extraccidn y

de las caracteristicas del solvente utilizado.

El valor del error experimental, en todos los casos
(menor del 5 % ); siempre permanecld comprendido dentro
de la confiabilidad utilizada ( 95 % de confiabilidad ),

lo cual avala el proceso de validacidn.

El modelo de Diserio Experimental utilizado posee las
caracteristicas adecuadas ( econbmico, sencillo,
confiable, etce ) para ser utilizado en futuros trabajos

de esta indole.
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De acuerdo al resultado obtenido en la evaluacidn de la
estabilidad de la solucidn de prueba ./ ZO0r no contar con maycr
informacidén disponible; se hace necesario Qque tanto La
preparaciédn de los reactivos y la determinaciédn del principio
actlivo sean efectuados, el dia del anidlisis. Ya que noc a3
posible asegurar con certeza la estabilldad de la solucidn d=

prueba.

E1l nimero de experimentos efectuados en el proceso de
validacién representan un plan de anédlisis tipo reducido; no
obstante ser altamente conflable. S1 se desea tomar el presente
trabajo como modelo en futuros ensayos de valldacibdn, el nimero
de experimentos no constituye una limitante paera la aplicaciédbén
de estos, cuando se desee ampliarlio Yy las condiciones 1o
permitan ( método de bajo costo econdmico); pero si constituye

una limitante para la reduccidn de los mismos.

El proceso de planificacidn de un modelo de disefio experimental
debe de poseer especilial cuildado:; fijando metas objetivas,
dtiles, realizables; ya que de lo contrario es posible que se

llegue a no alcanzar ninguna conclusidédn valida.
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En base a la experiencia obtenida., es posible 1la utilizacidn
del presente estudio en 1la validacidén de diversos métodos
analiticos. Por otra parte deblido a 1la importancla que este
tipo de procedimiento posee; puede ser incluido como parte del
programa de estudio en la cadtedra correspondiliente, y en zaneral

a la industria farmacdéutica.
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iNEXD 1

labla 17. Procesamiento de datos para anélisis de regresidn ¥y

rorrelacidbdn.
X Y X2 XY Y2
2 @.16662 4 @.33324 2.776 x 1¢-2
it @.33128 16 @.32512 1.2975 x 10-'
6 @.48929 36 2.88174 2.23068
8 2.63104 6L 5.@4832 @.3982
10 @.7180L 180 7.1804 2.5156
S¥ = 30 TY=2.32727 ! TH?=220|3ZXKY=16.76882 SY2=1,.281992




L partir de los datos mostrados en la tabla 17, se obtienen

ralores siguientes

.6.76882

36 a + © 229

2.32727 5 a + b 30

yimultaneando ambas exgrzs=siones:

2.pL4u6740

,.
[

)

2.87013
.0 cual conduce a la ecuacidn de regresidn:
"corregido = @2.Q044674 + 2.87013 (X)

sugstituyendo por cada valor

rcorregido 1 = @.0UL674 + 23.07013 (2) = @.184934
‘corregido 2 = Q@.@44674 + 2.027013 (4) = §.325194
‘corregido 3 = @.0UU4674 + 2.07013 (6) = g.465454
‘corregido 4 = @.o4b4670L + @.0@7013 (8) = @.6@5714L
‘corregido 5 = @.24L4674 + @2.07013 (19) = @.745974

Calculo de el coeficiente de correlacidn

5 x 16.76882 - 3¢ x 2.32727

F[5 x 220 - (3@)%] [5 x 1.281992-(2.32727)7

r = @.994889



rabla 18.

ie correla

Andlisis de varianza ( ANOVA ) para el coeficilente

cidén.

FUENTE DE|GRADOS DE|SUMA DE|MEDIA DE F F
VARIACION|LIBERTAD |CUADRADOS|CUADRADOS|  CALCULADO|TABULADO
1% |5 %

REGRESION 1 1.26892 1.26892

288. 39 34.1|12.
ERROR DE
CORRELA- 3 0.91307 @.20044
CION
TOTAL 4 1.2819%92| ©.320468

72
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ANEXD

SIMBOLIOGIA UTILIZADA EM EL ANALISIS DE VARIAMIA

E.E. Error experimental.

FC Valor de F calculado.

FT Valor de F tabulado, obtenido de las tablas
correspondientes.

G.L Grados de libertad.

DCS Decisiédn a tomar de acuerdo al resultado.

SS Suma de cuadrados.

gg Media de cuadrados.

(1) Indica que exliste diferencia estadistica
significativa. ( FC > FT al 1 % y FC > FT al 5 %).

(2) Indica que no exlste diferencila estadistica
significativa. ( FC < FT al 1 % ¥y FC < FT al 5 %).

(29 Indica que existe diferencia estadistica.

( FC < FT al 1 % y FC > FT al 5 % ).

’ C - q
| mRiCTENE OENTSAD
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continuacidn se presentan unicamente los célculos realizados para

a concentracidn

z2alizaron bajo

de 4 ug./ml; los correspondientes a 6ug./ml se

el mizmo procedimiento.

(3.8714)F
1.2490 =
12
.L. dias: 3 = U4 - 2
.L. error: 8 = U( 3 - 1)
.L. total: 11 Ix3 - 1
(0.9251)2+(08.9519)2+(@.9826)2+(1.,8118)2
SS dias:1.4x19 = -1.2490
3
SS total: 2.8 x 18° = 1.2518 - 1.249¢
SS error: 1.4 x 10° = 2.8 x 107 - 1.4 x 10°°
_ 1.4 x 18°7°
SS dias : 4.67 x 107° =
3
_ 1.4 x 1977
SS error: 1.75 x 18°° =
8
4.67 x 107°
FC : 2.67 =
1.7% x 107°
JS1.75 x 1@7°
E.E. u.1 = X 100
2.3226
F.T. ¥ % : 7.59
F.T. 5 % 27
DCS (@) = FC < FT al 1 % y FC < FT 5 %
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ANEXD =

A continuacibn se presentan unicamente los célculocs realizados
para la concentracidn de 4 ueg./ml los correspondientes a

6ug., /ml se realizaron bajo el mismo procedimiento.

(1.9982)7

C : @.6655 =

G.L. dias: 2 = 3 - 1
G.L. analista: 1 = 2 - 1

G.L. error: 2

I
~~~
W

!
-
'
—~
\V]

1
[
N~

G.L. total: 5 3 x 2 -1

(0.6677)2+(0.6458)2+(v.6847)2
SS dias: @.0003 = - B.6655
2

(8.9532)% + (1.0458)7
S8 analista: 9.00Q014 = - 2.6655

3

SS total: 9.00821

2.6676 - B.6655

SS error: 0.0004

2.0021 - ©0.0003 - 0.0014

. 2.0003
S€ dias: 1.5 x 1@ =
2
2.0014
5338 analista: 90.9014 =
1
2.000L

2 l
“

error: @.0002 =



1.5 x 12°°
FC dias/error: @.75 =

Q.0002
3.g8014L
FC analista/error: 7 =
2.00a2
I7'2.9002
E.E.: 4.23 = ——— x 100
@.3330@

FT dias/error 1 % : 99
FT analista/error 1 % : 98.5
FT dias/error 5 % : 19

FT analista/error 5 % : 18.5

dias/error --> FC < FT 1 %

DCS: ( @ )

analista/error --> FC < FT 1 %

Y

FC < FT 5 %

¥

FC < FT 5

%

76
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ANEXD 4

.Determinacidédn del porcentaje de recobro o) recuperacidn. A

continuacidn se presenta un cadlculo a manera de ejemplo:
Utilizando la expresidn:

Am X ug.st

- MZ =
AstT
% de recobro = X 1209
ME. &8
donde:
Am = Absorbancia de muestra con adiciébdn de estadndar de
referencia.
Mg.st = . de estéandar de referencia utilizado parsa

efectuar la lectura de absorbancia y la adicecién a

las muestras correspondientes.

Ast = Absorbancia del estadndar de referencia.
Mg, e = Mg. presentes en la muestra sin adicion.
MZ. a = M. de estiéndar de referencla adicionados a la

muestra.

Sustituyendo:

S

.50 x 6 ug

- 3.8972 pug
@.566
% de recobro

X 1900

2 Mg

% de recobro = 95.85 %
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.Determinacidn del grado de exactitud del método analitico: Se

utiliza la expresidédn: propuesta en el diserio experimental

correspondiente a este elemento.

- célculo del valor de t

X - nu
Tt = I'N

L1u -
‘971 mztr?

1.438

t = 5.27

.Determinacién de los limites de confilanza o confilabilidad: Se
utiliza la expresidn, propuesta en el disefio experimental asi

como las consideraciones hechas al respecto.

Limite de _ S
= X = (t ') -—-
confianza I'N
Limite de 1.438
= 97.14 = ( 5.959 ) —-——---
confianza 7

Limite de

97.14

I+

3.24 %
conflianza
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v, grados de libertad en el numerador

v, grados de libertad en el denominador
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11y grados de libertad en el denominador
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