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1 INTRODUCCION

Diversos farmacos que actGan Scobre el sistema nervioso

J cgntrain pueden ' aumentar el apetito coma ,ex‘éctcs

.Secundarics. La mayor parte de astos [ermaces int

en‘iuna’i'u otra forma .con los - mecanismos

moncaminas, . pero . la . explicacisn’. - d s

antes del apetito no es clara (1:2)

“En e]." intentec de buscar: farmacos estimulantes del

,épalilt;oyr"ée'enco'ntré el Dihexazin el.cual estd compuesto por
elifPirido'xarlv S Fosfalo CPSF? y la Ciprohepladina. Este es
un antianoréxico que tiene ventajas sobre otros. debido a
que 5u mecanismo de accion se baza exclusivamente a tna
‘:;\aygr ingesticn de alimentos. inducida por el estimulo del
a;rae!.vs.t’c. Esto. hace que el aumen?..o de peso sea de tipo
é‘xﬁqeho,y que en la accion de este compuesto no intervenga

la existencia de ina hiperfuncidn

in hipotiroidismo. 2. 43.

i Usualmente el método que se emplea para analizar ol
Dihémzin es el spectrof otométrico, en =21 cual se
determina la absorbancia a 289 nm, siendo 1a longitud de

onda maxima de 285 nm para la Ciproheptadina y de 295 nm



para sl  PSF 1. s enie’la‘desventaja
de’ no-deteciar radacisn que"

Acx.ua. rrpnte sl

V_.»e encuentra de.»cr:.to en la Literatura

n.ngun rré\‘.odo analitico por el cual se pueda ].ograr la
separac.\.én. dentiticacxén b cuantificacidn de los

componentes del Di hexazin ¢S,

‘Dicha prcbl.emat,i'ca crea la necesidad de buscar un
“metedo que sea capaz de resolver este tipc de problema .
una de -las alternativas mas viables es la Cromatografia
quuida de Alta Presién (CLAPY, gque fue descrita entre 1967
y 18358 por Kicklan. ‘Hovath,Preiss y Lipsky (6> .El
desarrollo de esia tecnica ha tenido grandes avances dentro
de Xa Indusiria Quimicc Farmacm:luca, ¥a que por este
. preceso se pueden anah-ar campuﬁ*tca altamente polares, no

'}mla\.xle* ‘s” Y ~.e"rxu.camprme estables gQue con

ad‘presentaban dificultades en su separacion y
curn'u‘xcac:.én ’

Por. el usc de este metods los compuestos pueden ser
" determinados con elevada sensibilidad, rapidéz, seguridad y
resolucidn. Por tal motivo. el presente trabajo plantea la -

]



cposibilidad. de.establecer  'un  método analitico .por

Cromatografia’ L‘iq'ui;da‘ defAu.a Presidn  i;que sea precise

'exacho )F A"cduc ble. para la identificacidn, separacién y

: cuantu‘ ca 1én del PEF ¥ C;proheptaina en Dihexazin,

2. OBJETIVOS

"' 2.1 OBJETIYO GENERAL.

Dersarxrrollrar y validar ' ésiadisbicamante’ “unt método

analitico por Crcma(.ograria L.lquzda de Alt.a Preslén para la
_.ep..racién. identi ficacxén )' cuant.u‘icacxén de er:.doxal 5

Fosfato (PSF2 y,.Cx.prohepLadLnaen Di;h}exa:i’n.

2,2 OBJETIVOS ESPECIFICOS. |

DXseﬁar un me!.cdo para e ,' nar cuant.xt.abivamente

ias carac Ler sucas dex PSF )' Cxproheptadxna por- separado y

come’ cenponentes’ del thexa:xn anua Croma'...grafia de

Liquidos a Alta Presién A

2. -Determinar _:ios Aienposiae

el analisis. del ‘PsF

desarrollado.




2.0 Dsterminar i - las.i concentracionss . del PSF

Ciproheptadina en. el .'Dlhéx'a::‘ir}v ;én aly yn'\é!.cdc diseflado.

. Estandarizari metodo " Utilizando  les

dentos-estadisticos existentes..

ariel método estandarizado para detectar las
Urezas o'product.os de degradacidn que pudieran

"el’ ‘Dihexazin al ser sometido a faclores

" axternos.

3. MARCO TECRICO.

3.1, GENERALIDADES SOBRE CROMATOGRAFIA.
3.1.1, DEFINICION.

La- Crcmat..ograﬁa es un ‘método’ que ?'pérﬁ;ha< sépaf r

aislar e identificar los componenbes:.

~compuestos quimicos mediante-la distrib

entre dos fases, dna estacicnaria:y.iotr

3.1.2. DESARROLLO HISTOR]ICO.

En 1850 Rungs describié la . formacién’ ' de: zonas

1



'cperxment,o que ..=-nia por f

de axt.—actos veaetale., Do aqul el origpn
Cromatografia qua lil.eralmente; sxgnn‘i a’

Col or '

Harold €102 realizdé una ane.,tigacxén bxbuog éﬂc

ccmplm.a con respecto a este tema. en ella menciona‘

Crc\:matoJrafia permanecic ignorada duranbe aﬁo - haata que_en

1920 el investigador Sueco Tselius y SUS colaboradores,

in!frcdujercn dos  ténicas, el ;“Anéllsié ,Fr}onbal" y ‘el
"Anal 5is por ’\e:plazamient.o"; Lécn.\cao que han caidc &n

dESU.sO En 1941 \lartin y Syngp xnhroducen la Cromatografia

de Pepart.o E..t.a t.ecnica\ .rolucioné rApxdamanLe. llegando a

ser ,lo que ahora sa’ conoce como Croma .grafia en Papel ¥

_e romawgraxxa Liquido - Liquido en

En 1952, Martin'y Jaimes introdujeron la Cromatcgrafia
de Gases la cual se ha convertido en una de las técnicas
analitivas mas dtiles para el analisis de gases ¥y

12



s{.emas de deteccién continua.
estg‘ t.écru.ca sé conoce como Cromzlografia
'A)'.!;a, ‘Prégiéﬁ la cual ha resultado wuna
“cohtrib‘ucién siqni’ticativa para los analisis farmacemtices.

bloquimicos y clinrcos.C 112

3.1.3. METODGS CROMATOGRAFICOS.

S8 pueden establecer dos principios de procesos
cromategraficos “Cromatografia por Particidn”™ ¥
“Cromategraff{a por Adsorcion”. En ambos casos hay que
considerar una fase mdvil que puede ser un gas o un liquido
¥ una fase estacionaria liquida o solida. Si la fase
gstacionaria es sélida 2l proceso se produce por adsorcién
y cuando es liquida por particidn, y de acuerdo a 1ia
‘naturaleza de la fase mdvil se puede clasificar en
_"Cromatcgraz‘ia de Gase;r." v “Lromatografia de Liquidos™, las

cuales se subdividen en diferentes tipos.

LRy



2.1.4 TIPOS DE CROMATOGRAFTA

wf

|

o [CROMATOGRAFTA] -
{LEquioag -
PLANA)
L 1
B CROMATOGRAFIA CROMATOGRAFIA
DE DE
CAPA FINA PAPEL
] { 1
CRCHATOGRAFIA] [CROMATCCRAFIA] [CROVATIGRAFIA] [CROMATOSRAFIA]
LIQ-soL LIQ-LI1Q INTERCAMEIC o= !
IONICO excLuston |
| seseena—
[CROMATOGRAFIA] [CROMATOGRAFIA
; PERMEACION FILTRACION
EN GEL EN SEL

2.1.4,1 CROMATOGRAFIA LIQUIDO —~ SOLIDO.

El mecanismo de separacién de la Cromatografia Liquido -

= SXlido,

c de Adsorcidédn

se basa en la competencia gque

existe entre las moléculas de la muestra y las de la fase

e



=swilpor ocupar ‘los sitios actives en’la superficie de/un.
s6lido. " i e

Las técnicas de CLAP también se pueden :lgsificai" de’
aTtuerds con ia naturaletza de la face mdvil ;- ¥y tonierndo en

cventa su polaridad en ralacidn con la fase estacionaria’

ancenirames dos Lipos @

-La Cromatografia en fase normal. La fase est

es de  naturaleza fuertemente polar yla

apolar.

: -La Cromategrafia en fase i ve

estacionaria’ es de naturaleza apolar. mientras

ml es un liquido polar.
3.2 CONCEPTOS BASICOS DE LA CLAP.
2.2.1 SEPARACIOH CROMATOGRAFICA.
Para resolver un determinado problema por el uso de
TLAP, es necesario lograr la correcta combinacién de las

siguientes condicicones de operacidn.

£ tipo de ez.?,:aque.de la columna, la fase mdvil, el

15



largo y dismetro de la colur\ari:a;‘ flt.vl:)'a;de' 1af% rasé inévilv_‘ la

temperatura de separacién ¥ tamafio de la muestra.

Existen deos caracteristicas muy importantes que
intervienen en.la separacidén cromatografica: La Migracidn

Diferencial y La Dispersion Molecular.
3.2.1.1 MIGRACION DIFERENCIAL.

La migracién diferencial es la base de la separaciéh
en Cromatografia, ze refiere a la variacidn en la 'Jcleci;i;d e
y movimiente de los diferentes compuestos a través de.,lav
columna. Si no'existiera una diferencia en la velocidad de
migracién para dos compuestos dades la separacién no seria

posible.

LLa migracién diferencial o movimiento individual de
l'os‘ compuestos a través de la columna, depende del
EQL‘lil ibrio en la distribucidn de cada una de los conpuestos
entre la fase movil y la fase estacionaria. Por lo tanio, la
migracién diferencial esta determinada por aquellas
variables experimentales que afectan esia distribucidn
como: la composicidn de la fase mévil, la compesicion de la
fa;e gstacionaria Yy la temperatura de s_eparacién. Si se
requiere alterar la migracidn diferencial para lograr una

16



(mejor separacidn debemos cambiar algunas ‘de 1as variables
antes mencionadas. :

3.2.1.2 DISPERSION MOLECULAR.

Se refisre a la distribucién de las moléculas a lo
largo de la columna para un compuesio dado; esta dispersion

es causada por varios procasos [{Sicos. comc Son:

a) Dif usiél:u de Eddy. Es causada por los diversos
flujos microscopicas del disolvente, dando como resultade
Que las diferentes moléculas de una muestra determinada.
puedan tener diferentes trayectorias de distintas

longitudes a Lravées del lecho de la columma.

b) Transferencia de masa en la fase mdvil. Esto se
refiere a las diferentes velocidades de f(lujo entre las

=

particulas. E! movimientc del flujo adyacente a las

particulas sera mds lento, mientraz que en el centro de las

particulas el movimiento del flujo sera mas rapidc

c) Transferencia de masa en la fase mOvil estancada.
fase movil dentro de los poros de la particula esta
‘estancada, es decir entre mis penetren las moléculas en el
poro de una particula mas tardara en regresar al seno de la

17



corriente, por lo que su desplazamiento: doan;é del lecho -

sera menor.

d) Transferencia de masa en la faﬁe estéqinngfia.,Las

moléculas de una' muestra difunden cide los pores y

después - penetran a ‘la- acionaria’ /o permanecen

enlazadas a esta.

e) Difusion lonfgitudihal; Lésyi'nv\n';:lr'jécu}vas"dg la muestra
tienden a difundirse al azar, en'tedat &irecci_cne; b4 3 1o
largo de la columna, aungue la fase mévil . se ‘encuentre en
movimiento © en reposo dentro de ' la columna.C 14,19 2

En la figura 1 se muestra una representacidn grafi't:a‘

de los procesos mencionadns en los incisos a.b,cy 2
3. 2. 2 DEFINICIONES.

El lenguaje comunments empleado en CLAP utiliza
algunos términos y simbolos caracteristicos, como  son:
tiempo de retencidn; tiempo muerto; tiempo de retencién
ajustado; factor de capacidad; resolucién y factor de

selectividad,

3,2.2.1 TIEMPO DE RETENCION Ctxd. Es el tiempo que la

18



FIG. No.?

s T ateon
OBy DD 1.
RN, éﬂ@ =
8 a6

tnicio DIFUSION DE EDOY

ab
QO

TRANSFERENCIA TRANSFERENCIA TRANSFERENCIA

OE MASA EN LA DE MASA EN LA DE MASA EN LA

FASE MOVIL FASE MOVIL FASE ESTACIONARIA
ESTANCADA

CONTRIBUCIONES A LA DISPERSION
MOLECULAR EN ELC.L.A.P.
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muestira permanece dentro de la columna y se mide desde ol
momento en que la muestra se 1ﬁ9,foduce en el ‘sistenia hasta

en el_que aparece el 4pice en el pico.

3.2.2.2 TIEMPO MHUERTO C(tod. Es el tiempo requerido
para eluir "una muestra ne retenida en la columna ¥ se
determina midiende el tiempo de rebenéién de la fase movil.

Cv. fig e

FIG. No. 2

4

----__?______-____
-

o = =

RESPUESTA DEL DETECTOR
INYECCION

~> TIEMPO
CROMATOGRAMA TIPICO

3.2.2.3 TIEMPO RETENCION AJUSTADO Ct'z 2. Es la
diferencia entre tg y to es decir la medida del tiempo que

20



ia muestra permanece retenida:en

la columna.y se ca_lcul;a' de 1

tr = Tiempo total que la muestra perméﬁei:e en ]'.a"‘.’»

columna.

TA'ro= Tiempo que la muestra,pkern‘xan’ecw

la fase estacionaria.

to = Tiempa que la muesira permanece. en. la.fase. -

movil. )
3.2,2.4 FACTOR DE CAPACIDAD C. k'), . Este término
frecuentomente usado. para identificar o loc‘aylizar una banda

cromat.bgrética y se determina. come sigué:; Cwv. fig. 32

tow B Y T

‘to

Los valores de K’'nos indican cuando las bandas eluyen
relativamente en el tiempo muerto, estos valores no se ven
afectadgs por factores como flujo y dimensiones de la

21



columna.

3.2.2.5 NUMERO DE PLATOS TEORICOS CN) Y ALTURA DEL
PLATO C(ID.Un plato tedrico es el equilibric de distribucién
de la muestira entre la fase mévil y la fase estacicnaria, N

se mide de acuerdo con la férmula.

(=)’

D:mde Lx y Wu o ancha de:la banda ), se expresan en

fumdades de Liempo. vclunen. d:.s’.ancia. ete.

El nimerc de platos tedricos. se utiliza para medir la
eficiencia © deterforo de la columna., de acuerdo con la
apertura de la banda; asi que cuando M sga mayor. mas

eficiente sera la columna,

ta eficiencia de la columna deberda ser directamente
propcrcioﬁal al largo de la columna, lo cual se indica con

la expresién siguiente.



Conde:

H = Altura equivalente de un plato tedrico.

L = Longitud de la columna expresada en mm.

H se utiliza para evaluar la variacidn de la eficacia

de la columna en diferentes condiciones.

FIG.No.3
4
1 i
Ty ———n
z| &
o1
g ]
of i |
wl ¥
" ' t
w 1 )
. el i
- ;
Bl B¢, de——To ——
o}
=1 H 1
§ Z
zZl i A
s
I
- ~ TIEMPO
REPRESENTACION GRAFICA PARA EL CALCULO DE FACTOR DE
CAPACIDAD .
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3.3.2.68 RESOLUCION,CR).Este término describe el grado
o la magnitud de separacion entre Jdos compuestos.

La resolucion es definida como el coclente entre la
diferencia de dos tiempos de retencion, de dos componentes
'y el promedio de los anchos de las bandas. La ecuacion que'

presenta es la siguiente. ¢ v, fig. 4 2

FIG.No. &
4
‘I .
]
E 1
o ——
g Taa
a1 =
el 2
88
o w
g £
S
0
w
2
a
8
u wia) wia! - TiEweo
REPRESENTACION GRAFICA PARA EL CALCULO DE RESOLUCION
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try .~  tra

172C Wa - ¥WB O

Donde:

tra = Tiempo de retencién de la banda A.
trp = Tiempo de retencidn de la banda B.
¥a = Ancho de la banda A,

¥s = Ancho de ia banda B.

3.2.2.7 FACTOR DE SELECTIVIDAD O FACTOR DE SEPARACION .

(-] .El valor de a nos dice .cuandoc un pico eluye

relativamente de otro.

El factor de selectividad, va a describir la posicidn

relativa de dos picos adyacontes 'y se  calcula de.'la

siguiente manera:

LK

= P
a Lira : Kra -

Ponde:

.t'sp = Tiempo de retencidén para el”pico.B.

t’ra = Tiempo de retencidn para el pico A,
25



St 'dos compuestos aluyen' cona = 13 los dos | picos

tendran tiempo de retencxén xdéntxcos y pcr 10 tanto solo

se observara un pxcc en el crcmatcgrama C 15 &

3.3 YENTAJAS DE LA CLAP,

Este método ofrece las ventajas siguientes: .

-Rapidez..

-Alta resolu51¢'n.

~Exactitud.

-Alta sensibilidad.

-Amplio espectro de aplicaciones.

-Automatizacion. o

En este método es usual obtener separacicnes en
!l.érmincs de minutems, y en algunos casos de segundes. Para
e3to se requieren columnas de alta eficacia y sistemas de
tombes de alta presidn. Otra ventaja es la alta resolucidn,
que permite separar mezclas muy complejas: tal es el caso

de algunos. fluidos bioldgicos coma la orina humana.

Los métedos de CLAP proporcionan una buena infermacién

de tipo cuantitative, siendo posible efectuar con facilidad

26



analisis ;u{aﬁrécis;éé—sﬁeie ser :ri\ay;:rf;'dal;i 1-%..
i v N o

: Los detectores empleados proporcionan buena

sensibilidad y segin el tipo de muestra es posible medir

c.on una cierta facilidad hasta 10-"9. algunes dispositivos

muy especializados pueden deteclar cantidadez tan pequefas

come 10™%g.

Entre las ven(ajas de este método, quiza la mas
imporiante es la diversidad de sus aplicacionez a
compuestos no  volatiles, idénices y termoldbiles, que
anteriormente era casi imposible separar. Es aplicable a
muastras de peso molecular tan bajo como 18 o tan alte como
varios millones. Las tnicas muestras no suceptibles de’

analizar con facilidad son las gaseosas.

Por ultimo, cabe mencionar la automatizacidén de los
instrumentos de forma tal que realicen el analisis completo
de ta muestra desde su introduccidn en el cromatdgrafo
hasta el calculo e impresidn de los resultados., Mediante
este procedimiento, la identificacidn de cada seffal se
realiza comparando los tiempos de retencion con los valores
previamente determinados y la cuantificacidn se obtiene
midiendo las &reas integradas de las seﬁal?s de acuerdo con

el método analitico seleccionado.C 17 2

27



4. INSTRUMENTAL.

*Exxst.e una diversidad de equipos ut:.luadas en CLAP

en cuanf.o a costo versatilidad y complejxdad

,Las: caracteristicas de indole general con que debe de

- cumplir el instrumento son:

“a) VYersatilidad. El instrumento debe de ser apto péra
trabajar con muéstras de diferente tipo.  Para ello.‘ el
instrumento debe de .esLar equipado  con - los siguientes

aditamentos.

~Si ’Lema de operacién de alta presién.b
~Diversos detectores .
-Sistema de recolectar frécéiﬁﬁe 1a SalidA,:de 1a’
columna. : i 7 :
-Programadores de fase mé\n.l g’entrer‘a‘;:léi"es dé .
gradiente 2. v -

-Control de t.empera.cura.

~Control de flujo.

D) Rapidez., Para obtenmer rapidez en el anilisis, es
necesario contar con materiales de relleno, de columna de

alta eficiencia y que el instrumento posea sistemas de

28



bombea:de ‘alt 1 par}aikléf fase mévil:

' Répfd_du; bi dad ¥ Estabi ‘vidgd. “El- {nstrumento debe

proveer ’‘un -.control’ adecuado . sobre

operacién,  tales: como. flujo de’la fasermbvil). presien vy

| composicién de’lz fase mévili:

/d) _Sensiblilidad. -El ' instrume
seffales ‘de in{.ensidéd apreciables La
cromatografoc de liquidos de alt.'a,pre

del -sistema de deteccion que utilizal ‘

4.1 COMPONENTES DE UN APARATO DE CLAP:

Como puede apreciarse ¢ v.  fig. 5 ); los componentes
basicos de dicho equipe son: - un sistema de bombec pai—a
impuls'ar la fase mévil: un mecanisme para la intreduccién
de la muestra: una columna que contenga la fase
éstacicnaria: ¥y un detector para detern.nar la separacién
que tiene lugar y proporcicnar datos que permitan una
evalua;ién cualitativa y cuantitativa de los resultados.
Esto puede conseguirse por simple registro de la respuesta

del detector en forma de cromatograma.

29

i ‘b’axframetbros ) de:.’



FIG. No. &

COLUMNA

j DETECTOR
1 Fase soviL =
s0MBA ;
DIETRIBUIDORA
. DE
SOLVENTES RESISTRADOR

SISTEMA TIPICO DE UN CROMATOGRAFO DE LIQUIDOS DE -
ALTA PRESION.

5. ANALISIS CUALITATIVO.

El propé.sito de la mayoria de las investigaciones
Vcrcmat.cgréricas @s analizar la muestra. El analisis
cualitative, se lleva a cabo fundamentalmente con ayuda de
los tiempos de retencidn comparandolos con los resultados
obtenidos al analizar patrones conocidos en ideénticas

condiciones.
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6. ANALISIS CUANTITATIVO.

Uno de los aspectos importantes ‘en CLL
pueden analizar cuantitativamonts unaiamplia jvarieda

compuestos.

La. precisién de:los res”ultzidcs‘,
~-métode . es comparéble © N superlor i N 'ar
separaclén como Cromabografia de Gases

Capa Fina. Elactro[oreszs etc.

Cuando s2 cuantifica una nuest.ra pcr CLAP el
de interés se asume coma el compuesto puro que ha elux’do de 4
la columna y la cantidad del componente’ presen;e ,en e’

muestra serd equivalente al 4rea o altura del plcd. o

/6.1 FUENTES DE ERROR.
“6,1.1 SEPARACION Y DETECCION. '

La separacidén en CLAP por s5i misma puede acarrear
errores en la cuantificacidn, aunque la dzscomposicién de
la muestra casi nunca se produce en CLAP, se puede

sospachar de este tipo de problemas .
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Los errores de analisis también pueden provenir de las
variaciones en la salida del detector.La sensibilidad, la
estabilidad de la linea base ¥y 1a linearidad  son
especificaciones importantes para el analisis cuantitative

y deben mantenerse estables para unpa mayor precisidn

analitica.

Es importante utilizar un detector con la suficiente.
sensibilidad, adecuado al tamafico de l» muestra requerida
para - gque - la medicién cuantitativa, no sobrepase la
capacidad de la columna.los cambios de flujo, Lemperatura y
las fallas electrénicas pueden afectar las caracteri{sticas

de la respuesta del detector.

8.1.2 MEDICION DE LOS PICOS.

Los errores en el analisis cuantitativo pueden
producirse durante 21 manejo de los datos, provenientes del

. detector.
El métode de cuantificar la medida del pico también

puede influenciar la exactitud y precision del andlisis. Se

utilizan dos aproximacicones para medir el tamafMo del pico.
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1.- La medicidn de la altura del plco.

. 2.- Medicién del area del . pico par dlver..os métodos. -

"6.1,2.1 ALTURA_ DEL: PICO.

. obt.j. enc ane'

fin de cada pic

La - vent.aja de este métoda es. al‘."si"mplicidad y -la
E‘a'pidsz‘ del calculo’ Fero Llene Tas desvent.aJa de.que. . es.
mucho mas sensible a variaciones instrumentales. Si- los
picos estan completamente distorcicnados o asimétricos no

debe utilizarse este método.
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FiG. No. &

NOIDJ3ANI

0193430 130 Y153Nds3Y

TIEMPO

MEDIDA DEL. AREA DEL PICO




5.1.2.2 AREA DEL PICO.

51 ‘,"’uﬁo de las 4reas de los picos para las mediciones
';uéﬁt;tativas se basa en que el area medida es proporcicnal
a iyav é'a;xti‘dad de'la ‘muestra: la precisién de este metodo es
v'meno;‘.', influenciado por las '.'aria;iéne; en el :i‘n;t.rumsntal.

Algunas de las. ventajas que prq ehiaieL r@étodo es que'

el 4rea del pico se ve afectada e, “Ios picos

vecinos.” Y la existencia "dé ébl al sa“:prqblsmas'

en la medicidn del Area.’

Las técnicas existentes

deli area de

los picos en CLAP, son:las siguiente:

A Altura por el ancho a 1a mitadide’la altura. '

BY Triangulacién.

¢ Planiwetro.
D2 Cortar y pesar.
E) Integradores de disco.

F) Integrador electrénicos digitales:
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FIG. No. 7

A)

c)

E)

H z EL ANCHO DE 1/2 M.

=3

PLANIMETRO

i

INTEGRADOR DE DISCO

8)

D)V

F)

TRIANGULACION.

CORTE Y PESO

163 paamo  t
s
208
738
307

1
v
]
'
'
)
T amigie
srmenr |
'

'

&

L3R JONE NN SONCE )

INTEGRADOR DIGITAL
ELECTRONICO.

TECNICAS PARA LA MEDICION DE LAS AREAS DEL PICO
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6.2 METODOS DE CALIBRACION.

K & pesar de gque la respuesta del detector es ~c$si:
siempre proporcional a la concentracidn de la sustanciafen_ ‘
la muestra. normalmente es imposible definir esta relacibﬁ.
con preci;.;ic‘n. siendo indispensable por 1o tanto censtruir

' (ma prueba de calibrado del detector wutilizando su

- respuesta frente a una serie de soluciones estandar.

6.2.1 ESTANDAR EXTERNO.

Este método consiste en comparar el area o altura del
pico cerrespondignte a cantidades conocidas de sustancia
pura (estandar), ccn el area 5 altura de la muestra, Se
procede inyectando en el crematografo muestras repetidas de
cantidades exactas de la sustancia pura obteniendose las
areas de los pices € Pi y Pz 3. correspondientes a cada una
de las cantidades inyectadas ¢ v. fig. € ). A partir de
estos datos se hace un grafico de calibracidn . en 21 que
se representa la concentracién en funcién del area del
plce; a centinuacion se inyecta la muestra .y se relaciona
el 4rea ¢ X 3 obtenida para el compuesto objeto de analisis

ton el grafico de calibracidn.
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FIG. No.8

NOIOD3ANI

TIEMPO

.« H0L33130 130 3LH¥043Y

R U R U QU

P2

CONCENTRACION

v3ayy

METODOS DE CALIBRACION EXTERNA
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6.2.2 ESTANDAR INTERNO.

Este método es menos suceptibleaer
compensa, en algunos casos errores | producido

preparacisn de la muestra. Utilizande.

 caitidad

conocida de wuna - sustancia. estandar

interns.La sustancia utilizada! nt.ér;,nor debe-

ser quimicamente similar o ‘parecida”’ al

compuesto  que 'se” esta  analizando,estar - presenta  en
concentraciones similaress
cercano al del compueste derinte:

&1, ser inerte.y no formar p.ir!.'e”’de)‘




7. VALIDACION ESTADISTICA.

7.1 GENERALIDADES.

Cualquier =método guimico de analisis t‘.uanti‘t‘.at.iyc‘
implica la toma de una wmuestra, su andlisis y la deduccid’:n'
de algunas caracteristicas respecto a la muestra, désde los
resultados obtenidos en los analisis. Para poder evaluarf
la confiabilidad de los datos por metodos anélitico; es
necesaria la aplicacién de procedimientos estadisticos: s
porgue estos constituyen un imporiante recurso para el
analizta, ya que actualmente el analisis estadistico es R
aplicado en control de calidad en pruebas de estabilidad.

en procesos de produccidén y en  analisis de. fluidos o

biolegicos. ¢ 20.21 2

Para que una técnica se considere es:tadisti;aménte

valida,hay que' temar encuenta los sigumientes criteridﬁi
' 13 Exactitud. P
2) Precisidn
3D Repetibilidad.
42 Reproducibilidad.
5) Especificidad.
63 Sensibilidad.

72 Linearidad.
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8. MONOGRAFIA

8.1 GENERALIDADES.

pirimidil fosfatoc de b

ciclohepten = 3- ileno

- Férmula: Extrixctuﬁal.(y_ v‘.,;frig.g v

8.2 PROPIEDADES FISICO. -QUIMICAS,

- Peso Molecular, 821.97

-aspecto.  pequefios

canario, inodoro y. de;sabo
- Punto de. Fusién..:
-'Solubilidad! Pr uble en agua y éter,

b1



rdida . por ,‘deseé'aci».‘tén.: 80 C "dixx;va;'\r(.e 8

: horis,, no”‘;nias del’2:y

. —'_E'ns‘ay:.:." Péf el métedo espeétx-‘ot“cf.omé!.rico a ‘288’
m‘n.‘con}.:iene entre el 95 - 105 % de Piridoxal S Fosfato 'y
Ciproheptadina, €. 23 )
é-3 PROPIEDADES FARMACOLOGICAS.

- Accidn Farmacoldgica. Estimulante del apetitao,

- Toxicidad aguda: Lla DL5° se ha determinadc en el

ratén y la rata, tantoc por via oral como intraperitoneal,

Por via oral, la DLsoen el ratén es de 198 mgs/kg y en

la rata de 370 mg”/ Kg.

Por via intraperitoneal.la DLwes de 76 mgs/kg en el

ratén

- Toxicidad Subaguda: La administracién de una dosis

42



diaria’ ‘qe{'s ‘mg/Kg en la V\"ata"”d'dréhte”ao dias’ hapuesto de -

olérancia’para este compuesto,. no

ln‘éﬂn’casoksv;iéno abrcbiable de toxicidad.’

“No_ debe usarse: durante el ‘embarazo,'”

b3



FIG,No. 9

“THy
CH=0 (S}
| o
HO X
~CHg-0-P =0
CHy ~ 0
(]
HNZCHy
®

FORMULA ESTRUCTURAL ( DIHEXAZIN )
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9.~ DESARROLLO EXPERTMENTAL.

9.1 EQUIPO
© MOMBRE MARCA - " MODELO -
Cromatografo de liquides ",k"ﬁaher‘s Iy

» de ‘Alta Presion.
i Ty
T fayector.
Bomba.

Columna. Modulo  de Conipx‘é;

sién radial Z Mpduie radial’

Pack Cxa C 10cm. X 8mm. ).

8000 A,

Petector U.V.Lambda Max.de. = Waters :, . 481

" onda variable. ) - ‘
Registrador e Integradcry.‘ / ‘,“#la't:e,r;s : 730 )
Jeringa de 25 ul. i Wabers
Balanza Analitica. : "Sar&:o'r‘i'.d B ) " zas3
E'.‘spectrox'otc‘metro. o l;erkyi n-Elmer 552
Equipo para Filtraciém. .. Millipore
Bormba de Yacio. Koblenz GGP-134
Estufa. Mapsa HDP-3342

L5



9.2 MATERIAL.

NOMBRE - CaAPACIDAD MARCA

- Matraz Volumétrico. 80.25 y 10ml. Pyrex.

- VYasos de Precipitados. 250,100 y S0ml. Pyrex.

~ Matraz Erlenmeyer. S00 y 250ml. Pyrex.

- Membrana de Filtracidn 0.45 um. Millipore.
Acuosa. .

- Membrana de Fil't.raci.én 0.50 um. Millipcré.
Orgénica.

9.3 REACTIYOS.

-Metanol Lichrosoly Grado Cromatografico....CMerck),
-Acetonitrilo Lichrosolv Grado Cromatografico (Merck),
-Agua Bidestilada.

-Fosfato de Dibutilamina O.05M. CD‘).



© 8.4 METODO.

9.4;1 FREPARACION DE SOLUCION DE REFERENCIA EXTERNA
CESTANDARD

Pesar 27.Smg. <de Dihexazin de referencia y cc}.ccar_lm
en un matraz volumetrico de 25Sml.. disolver y aforar con ei
sistema de disolventes CAgua (E02: Acei.onit.ri)r.ob C40). D‘
€122, tomar wuna alicuota de 2ml. de esta ;ol_g:ién Tyl
colocarlos en un matraz volumétrico de 2Smi. . atorarrvrcorr;rel' o
sistexa de disolventes, la solucidén resultante Lie\"\e una

cencentracicn de C.1Zxngoml.
9. 4.2 PREPARACION DE LA SOLUCION MUESTRA.

P_esar 27.%ng. de Dihexazin muestra y colocarlos en .m
matraz volumétrice de 2Sml.. disolver y afcrar con el
sistema de disolventes,.tomar una alicucta de aml. de esta
solucidn y colocarics en un matraz volumeirico de 2Szl..
aforar con el  sistema de dizalventes, la =clucidn

" resultante tiene una concentracién de C.12my..-mi.
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9.4, 3. DETERMINACION DE PIRIDOXAL 3 FOSFATO Y
CIPROHEPTADINA POR CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA
PRESION.

Inyectar 20 ul de la solucion estandar y 20 pl de la

solucidn muestra en el cromatografo ce liguides- bajo “las

siguientes condiciones analiticas:

Cslumna: Mddulo de compresicn radial Pac

Fase mévil: Agua: “Acetanitrilo: D C850:

Velocidad de flujo: 2 ml/min.
Detector de U.V.: 290 nm. '
Velocidad de carta: g O.Scm/ﬂun. B
Sensibilidad: U ety aurs

Volumen d2 inyeccidn: 20 ‘pi. H

= % Recuperadoc

Donde:

APR = Area réla\.iva de la salucidn problema.

hE



'ARST = Area relativa de la solucién estandar.
Cer ='Concentracién de la solucién estéandar.
. c = Concentracion experimental de la soclucién

problema.

Cﬂ_= Concentracion tedrica de la soluciédn problema.

0.5 YALIDACION ESTADISTICA DEL METODO.

. ©.8.1 ESPECIFICIDAD.

Para wverificar la especificidad del méft.odc por CLAP,
el Dihexazin se .sometio.a diferentes condiciones (¢ V. Tabla
1)’: temperatura, luz solar y a hidrolisis usando medios®
alcalinos y aedios 4cidos, asi como condiciones ae

oxidacidn con perdxido de hidrégenc.
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CONDICIONES DE TIEMPO Cdias)

ALMACENAJE - -
< roe . ‘ -
Luz solar 2o
Medio aAcido 10‘

Medio alcalino

Perdxido de H

TABLA 1. Especificidad

9.5.2 EXACTITUD Y REPETIBILIDAD PARA CIPROHEPTADINA Y

PIRIDOXAL S FOSFATO.

Para wvalorar la exactitud y repetibilidad del metodo
analitico por Cromatograffa Liquida de Alta Presidn
CCLAPC,se analizaron 10 muestras por separads a la misma
concentracién, para la cuantificacidn de Ciproheptadina y

Piridoxal S Fosfato { PSP, -

9.5.3 LINEARIDAD PARA CIPROHEPTADINA Y PIRIDOXAL S FOSFATO

Para evaluar la linearidad del métcdo analitico por

50



CLAP. se - realizé el analxsis de 5 uesf.ras independiantes
‘de diferentes concent.racicnes para, !.a cuantificacién de

Ci pr oheptadi ra-y. Pi ridoxal 5 Fo.‘fato C F5F )

9.5, 4 REPRODUCIBYILIDAD PARA LA CIPROHEPTADINA
Y PIRIDOXAL S FOSFATOQ.

~Para verificar la reproducibilidad det nétodo
analitico por Cromatografia Liquida de Alta Presion para
‘ Ciproheptadina y Piridoxal 5 Fosfato, se llevd a cabo el
analisis de tres nuestras del mismo lote por dos analistas .

en dos dias.

sy
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10 RESULTADOS.
16.1 ESPECIFICIDAD. -
Los resultados obtenidos indican que no existe ningan
éompuesto adicional qué presém.e‘ el mismo ‘tiempo de

‘retencién. gue -el. Piridoxal 5 Fosfata CPSFY y la

.Ci piﬁph@piad}. na;

paraitodas las condiciones probadas. Cv.

fig. -10-160..

10.2 EYALUACION ESTADISTICA PARA EL PIRIDOXAL S FOSFATO.

Los resultados obtenidos para 1a evajuacidn
estadistica de exactiiud y repstibilidad del método por
Cromatografia liquida de Alta Presidn, € CLAP). para la
determinacidn del Piridoxal 5 Fosfato (PSF) se muestran en

la tabla &.

Las fdrmulas para la realizacion detl calculo se

encusntran en el Anexo A y B,



F1G. No. 10

h"——_._

INJECT,

CROMATOGRAMA OBTENIDO PARA EL "5F
ESTANDAR EN EL QUE SE OBSERVA UN
PICO CON UN (tg = 1. 50 min.)
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F1G. No. 14

.

INJECT

CROMATOGRAMA OBTENIDO PARA LA

CIPROHEPTADINA ESTANDAR EN EL QUE SE OBSERVA
UN PICO CON UN (1= 4.52 min.}

Sh



FIG. No.12

4.5

1

NJECT

CROMATOGRAMA OBTENIDO PARA EL DIHEXAZIN
ESTANDAR EN EL QUE SE OBSERVAN DOS PICOS
QUE CORRESPONDEN AL P5F (1R=I.50 min.}) Y
LA CIPROHEPTADINA (1 = 4.51 min.}
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" FIG. No.13

am

INJECY

-CROMATOGRAMA DE DIMEXAZIN MUESTRA EN EL
QUE SE OBSERVAN DOS PICOS QUE CORRESPON-
DEN AL P5F CON UN{tq=1.50min) Y A LA
CIPROHEPTADINA (1g=4.51 min.}
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LT

!

FIG. No. 14

LA

1.92

N

INJECT

CROMATOGRAMA OBTENIDO PARA EL DIHEXAZ{N
SOMETIDO A LA TEMPERATURA DE 70°C POR
20 DIAS EN EL QUE SE OBSERVAN DOS PICOS
QUE CORRESPONDEN AL PSF(tg=1.52 min.} Y
ALA CIPROHEPTADINA (5= 4.51 min.)
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FIG. No. 15

4.50

INJECT

CROMATOGRAMA OBTENIDO PARA EL DIHEXAZIN
SOMETIDO A LA ACCION DE LA LUZ SOLAR POR
20 DIAS EN EL QUE SE OBSERVAN DOS PICOS
QUE CORRESPONDEN AL PS5F (tg=1.52min.) Y

A LA CIPROHEPTADINA (ig = 4.50 min.)
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FIG.No. 18

X

1.97

i

INJECY

CROMATOGRAMA OBTENIDO PARA EL DIHEXAZIN
SOMETIDO A UN MEDIO ACIDO POR 1D DIAS
OBTENIENDOSE DOS PICOS. P5F(tg= 1.57 min.)
Y CIPROHEPTADINA (tg = 4.61 min.)
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FI.G. No. {7

[N 1]

o

IRJECT

CROMATOGRAMA OBTENIDO PARA EL DIHEXAZIN
SOMETIDO A UN MEDIO ALCALINO POR 10 DIAS
OBTENIENDO DOS PICOS. P5F (15=1.55 min)
CIPROHEPTADINA (1= 4.56 min.)
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FiG. No.18

476

4.98

L

INJECT

CROMATOGRAMA OBTENIDO PARA EL DIHEXAZIN
SOMETIDO A LA ACCION DE H, O, DURANTE 10
DIAS OBTENIENDOSE.DOS PICOS P5F (t =1.58min)
Y CIPROHEPTADINA (1q+ 4.76 min) .
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Y Miligramos Miligramos Porciento de
: ’Adjl‘:i‘g:r'\a}dés‘ Cx) :Recuperados 3] Recuperacidn Cyt0
0.12122 101,08
0.12258 102,23
0.12008 100, 08
0.12308 . 102, 88
0.12010 100, 08
0.12000 © 100,00
0.11747 97,89
0.12011 100,09

Tabla '@, . Datos para la evaluacién estadistica de la

Y UExactitid v de la Repetibilidad para Piridioxal B Fesfato.

Media. y = 99,919
Desviacidn Estandar. S= 1.77822
Mumero de Datos. n =10

10.2.1 EXACTITUD

1) Prueba de Hipdtesis: -
Ho u'= 100%
JHu o ® 100%



2) Resultados:

t —~. 0. 14420

cate

o L= o aes
L 40, 97T, 90

L«o.m,w > :t.“lc'_.'. v.Ho se ‘rgc’l"xa“z? H'f y po.‘.lemc§ 'cong;uxr Gue

‘el metodo es exacter

¥“2)"Intervalo de Conflanza 9SO :

$8.64959 <. ' <.101.18841:"

10.2.2 REPETIBILIDAD.

Las formulas para calcular::la repetibilidad’’ se’

encuentra en el Anexo C.
12 Prueba de Hipdtesis:
Hi: o> 2%

2 Resultados:

2
= . 4
x calc. 7.00849
P = 16,919
0, 93,m
z z - . : .
xro.m.m > X e, No se rechaza Ho y pocdemos ‘declr queA

la técnica es repetible.
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3; ‘nLer‘Jalo de Confxar.._a < 95? 2:

12?240(0(38438"‘

10.2:3 LINEARTDAD.

encuentran’en el Anexo:

Miliqramos -
Adicionadas Cx)-

F‘Téblakx 3 Datos para la " evaluacion estadistiyca:f, de. “'la'r‘

linearidad para Piridoxal S Fosfato. -



mao de PSF (recupesradon)

LINEARIDAD DEL METODO ANALITICO / CLAP'

PSF edicionodo ¥S PF recuperado

2.1
0.48 +
0.97 4
0.15 -
0.15
014 4
213+
412 4
[ R
0. 4
o
0® 4
LT A
40
0.5 4
. 0.04 5
4.3 4
om -4
8.0 4

T T T T T T T T T T
¢ o662 OM D05 0B 01 812 &M DS O

g ds PF {odiclonaros)
— Y=3U0 01D
GRAPICA NO. 1. Linearidad del método analftico por Cromatograffa
Lfquida de Alta Presign para PSF adicionado contra

PSF racuparado.
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¥ = 0.12071 S = 0.04722

X =o0.12 S = 0,04743

Iner‘cepto 2 la ordenada: a = 0,0013%

Pendiente: b = 0.4Y9460

Coeficiente de Correlacidn: roo= 0.289923

£ = 0.0802 . 0813

£, = 0.08023 £, =008
T,z = 000177 ) L,z = 0.81000
s = 0.00167 S = 0.00218
yIx

10, 2.3.1 INTERCEPTO A LA ORDENADA AL ORIGEN C a )

19 Prueba de Hipdtesis:

Ho: a =0
Hi: a®»©O
2 Resulta-das:
t = 0. 48722
cale.
i = 2.33
(0. 93,3}

t(o.”'m 2 _t.co‘c. «~ HNo se rechaza 'Ho y podemos concluir gque
a= 0

-



3 Ini.ervalo de Conrxanza ¢ g5% ).

1—00164B<a< o.o1919

10.2.3.2 INTERFERENCIAS ACERCA DE LA PENDIENTE C b ). .

1) Pruebz de Hipdtesis

Ho : b.=1
Hi : b »1
2) - Resultados: .
-0.23717

cale. B
t = 2.35

(0. 93,3

©. 5.3 2 ~‘f:=lé. ~ Na:se rech-aza Ho y podemcs concluir . que

©-.7 3) Intervalo de confianza C 93% J:

0.94109 < b "~ 1.04810

10.2.4 REPRODUCIBILIDAD.

Los resultados obtenidos para el estudio del efecto de
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analista y GSibiIidad del métods analitica

lta Presisn CCLAP3; para.la’:

Tabla 4 Datos pai-a la Evaluacidn Estadistica de la
Reproducibilidad para @l Piridoxal S Fosfato.

= 118873. 2454
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LET yfjk = 118299, 6469

= . Mo ;o i =

.“ori“) FNLC. s NHo existe ningun =fecto de alguna de Las.
fuentes de variacidn en la determinacicén de Piridoxal. S
Faosfato (PSF2, por Cromategraffa Liquida de Alta Presion

CCLAPY.C v. tabla 5. ).
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Fuente da.
Yariacién

Tabla: S-Analisis:de:Varianza para el.Piridoxal

10,3 EYALUACION ESTADISTICA PARA LA CIPROHEPTADINA,

Les resulados obtenides para la esvaluacién estadistica
de la exactitud y repetibilidad del método por
Cromatografia ULiquida de Alta Presidn (CLAPD. para 12
determinac‘icn de Ciproheptadina se muestran en la tabla &.

' Las fdrmulas de calculo para cada uno de los

siguientes subindices se encuentran en los Anexos A, B. C,

0



Oy E.

a  evaluacion ~estadistica - de’ la-

‘para‘la Ciproheptadina. =

~eMediar o-TiLo L .y = og/eel
Desviacién Estandar: S.=1,43707

Namero de Datos: ni= 10
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10.3.1 EXACTITUD

1) Prueba de Hipdtesis:
Ho :.'p =100% -

Hri po# 100%

2) Resultadocs :

Lo NP S 4 o
10, 973,97 ¢ cale,

y qué el 'méi.bdo es exacto.

10, 3.2 REPETIBILIDAD.

13- Prueba de Hipstesis: . = -

2%
E.l; éésﬁit:adcﬁz a
’ z 62
x cate, 4.8
z .
x =.16.91
©. 93,9
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z 2 e e L R )
Zm.,m.m > ;tcut:’..‘.w{l‘c"55 rechaza "H? ?:P"f’e’“"s :k::omluir;

que el ‘méteda e’sf;eb

lneal;:i.dad ﬁdel " método

e uqﬁxdcﬁ de Alta Presidn.

Ciproheptadina.

Porciento de
<yd Recuperacién Cy¥

102.92
101,11
10i.22

99.68

. 149532

.1e1e9 101,00

- Tab,l’a:"}?"‘ Dapcﬁ para ‘la evaluacidn estadistica de la,’Linéari.

dad para la Ciprohepadina.
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LINEARIDAD DEL METODO ANALITICO / CLAP-

Cprohepinding adcionodn ¥S recupercda

o1
0.18
017
016
0.5
014
0.13 5
812
on 4

81
e
0 -
4w
.06 1
m -
04
0%
0.2 A
o

ma o Olprohneptadineg {(resuperadcos)

0
4

T 7 T T T T T T T T T 1
082 0 85 008 Q) a1z 4u

m de Ciprohepfoding {adicienedes)
—— Y= S I 56

1

T
16

T

.18

GRAFICA NO. 2. Linearidad del método analftico por Cromatograffa

Liquida de Alta Presidn para Ciproheptadina adicio-

nada conta Ciproheptadina recuperada.
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Q.1211% S = 0.47283

LM
il

bl

=.0,12000: " .S, = 0.04743

Inercepto’a-la Crdenada a’= 0.00168

b = 0,99536
= 0.9%081

r xy= 0. 08162

L,z = 0.03100
s

=.0,00108
N atd

10.3.3.1 INTERCEPTO DE LA ORDENADA AL:ORIGEN ( a )

12 Prueba de Hipdtesis:

22 Resultados:

=1.82028

2,35

‘No 'se rachaz

[ SRS T S
A0, 3,3 Ccale
carss Qs :

3 Intervald de Confianza ¢ 95% 2:
’ -0.00711 ¢'a < 0.01044

vH‘o y"pcdemos concluir ‘que
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10, 3. 3. 2 INTERFERENCIAS ACERCA DE LA PENDIENTE ¢ b.

1> Prueba de Hipdtesis:

Ho : b =1
b Hi 1 'b# 4
23 Resultados:’
e b, = -0.41248

TR -V
3.3 g

e rechazaiHo. y. podesos . concluir que

3 Intervalo de Confianza C.95% 3::

096902 < B¢ 102170 r.i

10. 3. 4. REPRODUCIBILIDAD.

Los resultadss obenidos para el estudio del efecto de
analista vy dia para la repreducibi idad del métedo

analiticec por Cromategrafia Liguida de Alta Presidn (CLAP),

para la dterminacién de Cipféhsptédina se. muestran en la

*abla 8.
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g2 &7
101,39

100,74
1101.18
102088 -

idn Estadistica de la -

LIy, = 1etesime

iproheptadina: -

n



F ooty
tedrica -

chulc o

da a.lguna de' s

fuentes de var:.acxén en la def.ermnacxé’n de Ciproheptadina )

por Croma!.ogratia Liquxda de Al!.a Pre 1on C CLAP) Cowl
z,abla 93, SR
‘Grados de | Sumatoria de Media at .
Libertad Cuadrados Cuadréatica cate hadd
3.8988 3. 8988 2.1179 |161.4
1.e252 1.8252 |0.9915 |151.4
RIS D71 ) 1.8409 [2.5200 5,32
SeEL 8 5. 8437 0. 7205
frirk .

Tabla 8 Analisis de Varianza para la Ciproheptadina.
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ESTA TESIS MO DEBE
SALIR BE LA BISLIBTECA

11 CONCLUSIONES

i~ 'De ‘acyerdo ‘a ‘los resultados obtenidos podemos

concluir

- que :el métedo analftico desarsrollado por
i Cﬁd:éatgpg;afia' de Liquidos de Alta Presion (CLAP).para
’ Dihefxa::iv;vl es especifico ya que logra separar, identificar y
“cuantificar ‘al Piridoxal S Fosfate (PSP y la

‘Ciproh'epbadiha‘.asl,como a sus productos de degradacidn.

e — La"Evaluacion Estadistica demostréd que se cumplieron
lds objétivos ﬁlyant,‘eados.r ya qué el método analftico
qu:arrrollzrigg_r_;r:gr};roxraf,ggraﬂa de Liquidos de Alta Presidn
CéLAP). para Dihexazin es Exacto.Repetible, Reproducible y-
'LLnP'.zd a un 635 % de probabilidad par cada unoc de los

componentes ¢ Piridoxal 3 Fosfato y Ciproheptadinal.
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ANEXO A FORMULAS GENERALES.

. - FORMULAS:
: - Media Aritmética € x 3.
= DEN
=

N

= Dezuiacion Estandar Muestralic S.;

G Errchar "o ‘de Estimacien . para el 95% de
"% .Probabilidad C E .

t
(0. 973,n-1}
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-~ Eclacidn.de la’ ecta.

Y sia +bx

Ordenada;al ‘Crigen Cad
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Eércr‘ Eﬁtandar :

n.iTe haza . iHay . sel . puede

con |



ANEXO C FORMULAS PARA LA REPETIBILIDAD.

- Modelo Frobabilistico.

_¢n -1 5"

— Decisidén Estadistica.

ey L2 ,
,SL_ )?Co.os.n-n > Lcol.c.’ no se rechaza Ho y. se puede

concluir qﬁe 0 £ 2% . el mitodo es repetible.
- 'lr}ervalo de Confianza para el 99% de Probabilidad

con m -1 gradss de libertad.

Lcny S

‘}:z } i
S0, 023, mety
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ANéXO D FORMULAS PARA LA LINEARIDAD.

Intercepto de la Ordenada al Origen.

- Modelo Probabilistico.

a - Ao

~/Intervals de Confianza para el 95% de Probabilidad,

‘cen’n. =2 grades de liberad

a7



rechaza Hoy . podemos

"onciqir que b= A . o - S¢S

‘- Inervalo de Confianza para el 95% de ‘Pfobabzlxdad.'

n n -2 grados de libertad.

a8



ANEXO E FORMULAS PARA LA REPRODUCIBILIDAD

‘ Modmlo Matematico € 2 factores aleatoriosd.

E = Error experimenta
ik SR fon




Inferencia.’ . -

1.= Efecto por: Dla .

J,_-l,

LI

St S AR

reale

an-of

J.Ck-1T
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Fuente de [Grados de [Sumatoria de. ol Hedia: : -

Variacién lLibertad “|CuadradosCs.C.> |Cuadratica 1 Tddne:

ALISTS DE VARIANZA

g1



	Portada
	Contenido
	1. Introducción 
	2. Objetivos 
	3. Marco Teórico 
	4. Instrumental 
	5. Análisis Cualitativo 
	6. Análisis Cuantitativo 
	7. Validación Estadística
	8. Monografía
	9. Desarrollo Experimental 
	10. Resultados 
	11. Conclusiones
	Bibliografía
	Anexos



