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JNTRODUCCION 

Hoy en dia. le.. i.nduslria. farr>.acéut1ca produce ur.a gran 

diversidad de forro.as farmacéuticas, gran pdrle destinadas para el 

consumo humano y otras de uso veter1nario. 

Durante la proCccción de toda for;na. farmacéut...1ca, es 

necesario lener un eslr1cto control de calidad sobre el producto 

t.err.unado. ya que lodo medic•mento está destinado para el 

b .. enes lar del hombre, pr<C:tv·1 ni. c-nd.:i una pos1 bl & eníermedad o par a 

tratarla cuando ost.~ presente. 

Ceb1do a que el método de anál1s1s de u~ ~~dicamen~o juega 

papel muy importante ~ra decir si el medicarr.ento curr.ple o no 

con las especificac1ones de calidad establec1das. 1.a ir.:1us.t..rl.a 

farmacéut.ica se ha avocado a la meJoria de las técnicas de 

anális1~. para poder obtener asi rc~ultados más conf 1ables y que 

ref'lejen el valor de la concenLr:.cl.cn del o los compuestos a ser 

cu.a~~t.l.Íl.cados. 

Por esf.c, Las t.éc:ucas ut1l1;:.a.das en el an~l1sis qu1mico. 

deben de cum~lir con ciertas caract.erist.1cas o parAmet.ros para 

poder ser ut.1li::ad.a.s. Tal evalu.a.ción de parámetros Sli.t ccnoce como 

Validación de Métodos An.alilicos. 

Los anostós1coo> loca~os •~1cnen una gr ... n o.pl i..:: ... cl.60 en el 

c.trnpo mOdl.co: son f~rrr..:icos que bloquean la condu..:c1on nerviosa 

cuando son ut.1ll.zados en concent.rac16n adecuada. 
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Al igual que los anestésicos locales. los anlisépl1cos son 

ampliamente ul1lizados en el campo médico. 

Ac:t.ualrnente. ademas del mélodo especlrafolométrico para la 

cuan~ificacLón de clorhidra~o de lidocaina. se cuenld con otros 

como el de cromat.ogr.afia. de liquides. volumétrico. croma.lografia 

de gases. Mient.ras que para Ji.cr¡flav1n.:;i. a·..::!err.ás del métod~ 

En el presente traba)º• se validó el método 

es pee t.rof ol-omét.r 1 co y se encont.r 6 corno un m..?todo adecuado par a. 

l~ cuanlif1cac1on de clorhidr~lo de lidocaina a una longitud de 

onda d9 550 nm y para acr1flavina a una longitud de onda de 450 

nm, basándose en que es una técn¡ca sencilla. que lleva ur1 tiempo 

de acuerdo a las noces1dades del laboratorlo. 



l. GENERALIDADES "·•·•·•·•·"·'º""' 

A. Farmacolo91a 

1. Clorhi.c!ralo Q§: l1docaiQi!.. La l1doca1na es un fármaco 

que bloquea la cc.ndu..:ci 6n ner vi o:.a cuando 

nerv1oso en conce10Lr ac1on ade:.:.uada. Act..ua 

a?llca en el lej1do 

cuaiqu1er parle del 

sistema nar -..·i.oso y t:.-n lodos los t.i.pos da fibras nerviosas~ por 

eJen.plo. cud.ndu ap: ¡ca o3'n la. cor te= a r.iotora, desaparece 1 a 

lransmisión del impulso que proviene de esa area; cuando se 

:.nyecta en la p.i.ta-;. 1mp1de la :..nic1ac1on v la t:-ansrr...is16n de 

es~ímulos sens1l1vos. 

:...a 11doc.:1-.i.r1~ .:n conl.aclo con un trc::.::c r.t-rv1oso causa 

par.a.lisis sen:at..i.va y motora er. el .'.i.:-ea que t.al tr:;,ncc inerva. La 

gran venta_,a que l:..ene es que su ar.:..:ión es reversible~ su uso es 

queden huellas de lesicn estructural de las r1bras las 

neuronas. 

:...a d·Jr.;....::1..:.n .je: elb'ct..o a.nuslós1cu depende del li.¿mpu quo 

FérSl.S'.an cc:H..:ent...rac:.cr.es ufec'-~vds; del fa:-maco en el s1lio da 

d.CC1ón. por l.:i cual l.odo fac.lo1- que rriOdifique la velocidad de 

s..sngu1 noos C •bscrc!. ón) 

mod1f:.cara. l.<s dwr.;;.c¡ón de: efe . .:t..o. 

2. Ac:-.:.f:.:..v.:.r-.a. La .2::.-r1tlav1na ¿os un agenla que se utiliza 

para destru.:.: !:'1..:rocrga.r.1::..mos o p.;.ra l.nh1b1r su reproducc16n o 



metabolismo; se aplica princ1pa~menle sobre superficies cut~neas 

muco,;,-..-.. 

Es un bact.eri.ost.áli.co que ataca princi.palmenle las 

bact.erias Gram-posi. li vas. Es efectivo conlra las 

Gram-negalivas. Inefect.ivo cor.t.ra las esporó.s. y s.u actividad se 

i ncrernent.a en soluciones al cal l nas. Ha si do ulilizada 

el t.ralanuent.o de l.nfiecciones locales de cides. boca y 

g.arga.nt.a. 

B. Monografia de Clorhidrato de lldocaina C2. 3) 

l. Nombre qui mico; 

2-(Diet.ilamino)-N-CG.6-di.met.i.lfenllJacelanuda clorhid-alo 

de; 2-diat.ilalT\.lno-2' .6" -.a.cet.oxyli.dida. clcrnl.drat.o de; 

w-d1et.ilam.ino-2.6-dimet.ilacelani.lida. clorh¡drat.o de. 

2. tJombr e genér 1 ce: 

Lignocaina. Xilocaina. Anest.acon. Ullraca!na. 

3. Fórmula empir1ca: 

C H NO HCl 
.... 22 2 

4. Fórmula estructural: 

dH3 
~NH • HCI 



5. Peso molecular: 

288.82 g-'mol. 

6. Descripción: 

Polvo crislalino blanco inodoro; punlo de fusión del 

produclo monohidralado es de 77-7s0 c 

7. Solubilidad: 

Muy soluble agu.a; !".ác.i l menle soluble -.lcohol; 

soluble en cloroformo; casi insolublo éter. 

8. Mét.odos de ident.irlcación: 

A. Di sol ver 300 mg 5-1 O ml de agua y 11 evar a un embudo 

de separac.ión, agregar 4 m1 de soluc.i6n 6N de h1dr6x.ido de 

amonio. extraer con 4 porc1ones de 15 rnl de cloroformo. Combinar 

los extractos. evaporar con ayuda de corriente de a1re caliente, 

secar el residuo 24 horas al vacio sobre gel de silice. El 

precipitado cristalino asi oblen1do f"unde entre 66-69°C 

B. El espectro de absorciOn en la reg16n lnfrarroja de una 

dispars16n del residuo obtenido en la prueba anler1or en bromuro 

de potasio, exhibe m.\Xlma.!i a ld..s mismas long1t.udes de onda que 

una preparación similar estándar de referencia de 11docaina. 

C. El espectro de absorción en la región ult.raviolet.a, de 

una solucJ.6n del residuo oblen1do 

presenta maxi mas a 263 nm su E,.-= ... ª"" 

1 a prueba "A" 

13.5 y a 278 

es 2.2 y una inflexión a 270 nm aproXlmadarnenlo. 

alcohol 

E 
•e~ 

O. A 5 ml de la solución al 5•.; m/v de la mue•lr.a., agregar 5 

5 



ml de agua. alcalin1zar con solucion 2 M de h1dróx.ido de sodio. 

fil~rar. lavar el precip1t..ado con agua. disolver 100 mg del mismo 

en 1 ml de alcohol y agregar O. 6 rr.1 de solución al 10~;; nvv de 

nit..rat..o de cobalt..o; se for~~ un precipitado azul-verde. 

E. Disolver 200 mg de la muestra en 10 m.l de solución al 1~; 

rn/v de 2-4-6-lrinit..rofenol; fl.lt.rar. lavar el precipitado con 

agua y secar. El picrato obtenido funde a 230°C aproximadamente. 

F. Una soluciOn al 5X m/v de la muestra. da reacciOn 

positiva las pruebas de 1dent..idad de cloruros. 

5 



C. Monografia de Acriflavin.a (2.3). 

1 . Nombr 8' qui mico: 

3.6-0i.am.1 no-10-meli l acr i di nio mezcl.ot.do con 

3.6-acrid1nodiamina. me~cla de 3.6-diamino-10-

rnel1lacr1din10 hidrocloruro y 3.6-diam.inoacrid1na 

dihidroclorada. 

2. Nombre genér¡co: 

Euflavina. Tripaflav1na. Acrifl~vina. G=inacrina. 

3. Formul.a emplrica: 

C H N Cl . HCl 
27 25 d 

4. F6rmul~ ~slruclur.al: 

----·--------

7 



5. Peso molecular: 

505. 44 9' mol 

6. Descripción: 

Polvo crislal¡no de color naranja o rojo Fardoo inodoro. de 

sabor amargo~ se ccmpone apro:-:im.adamente de 75~; de cloruro de 

diaminom-?lilacr1dinio y aprox.i.madarr.enle de 25~ de rr.onoclorhidrato 

de di am.1 noacr i di na.. 

7. Sc>l ubi 1 i dad: 

Fácilmente soluble en agua. poco soluble en etanol. soluble 

glicerina e insoluble en ét.er y cloroformo. La. solución acuosa 

Cl :4g) es lransparenle. 

8. Hélodos de idenlif1cac16n: 

A. La solución acuosa sat.ura.da de color rojo pardo. al ser 

diluid.a presenta una f:uorescencia verde. la cual desaparece al 

agreg.a.r un poco de .\cido clorhidrico y :--ea.parece si se- sigue 

di luyendo. 

B. Con la ad1c16n de ácido sulfúrico concentrado 6 de ac1do 

clorhidrico separan de la solución acuosa cr1st.ales rojos. 

C. Con la ad1c16n de solución ~aturada de cloruro de sodio, 

se separa de 1 a sol uci On acuosa de Ac.r i fl avi na. un ace1 le pardo 

rojo. que se solidifica pronto en for~d cristalina. 

D. Con solución saturada de b1-::arbonalo d~ sodio no se 

acentúa ~~~ la colorac1cr. de la soluc16n acuosa. 

E. La solución acuosa no da coloración roja con el naranja 

de me~1lo CHelianL1na). 

8 



D. Especlrofolomelr1 a. i•.<1·
7

•
9

•
17

) 

La. espectrofotc.n-.etr ! a ce .;sbsor ..: ... en ccnsi s.le- ~n l.:.. n.~diC.:;. de 

l.a. absorción. por las diferer.tes 5;_1st..;..r.c1as. de ur1a rad1ac1on 

eleclrorr..agnét1..;a de :on91tudes C..:? cr.da s1tuaddS en u;.a t...:anda 

defl?""lida y estrecha, esenc.i~lmente r:.o¡,ccromát.1cu. 

L.a. banda. ~spectral emplead.:. . ...,.r1 :d.s n.~d.lc;.one:;, se ext.ier.de 

desde las cortas long1t.udas de onda de :a =on"' u1.trav1olet.a hasta 

l.a. :::en~ vis.ibl"' del as.pvclro. 

consll.t.Uldo por dos zonas. l ... ultr;~v1olet.a (19-')- 38C r.71") y la 

vi sl. ble 390- 790r1m 

La le)' funda.IDt"nl.:d qL...::> rige !..a fct.:::;:.etrla ...:e absorc1ón se 

llama ley de B~er: A= EbC 

Cuando un h.a.= de rad1ac1on monocrom.ati~a que se transnule en 

planos para.lelos, penetra a un rr.ed10 aCscrt:.,¿on•_e a ángulos rectcos 

con las superfJ.c1es planas v para:.:-1.~s de: -:iel.110. la d1snunuc1on 

de su poder de rad1ac16n respecte a;. trayecto lurr...;.n1co 

¿bsorbonle 

exponencial. 

(en gramos poi- ¡ • t..r o) ~ 1 guP 

SOlo se observa un estricto cur.ipllrr..:.en•_o de l.a ley de Seer 

por •_¡n ".";l.-.;;•. em.a cu.ando l .a r ac.::.:. ... el on .,:r:.p.: ea.da -=ts rn..:nocr...;;.r;.c..t...L <-i:t.. 

La r,.d1-..c1on t?;e.=troma.gnél.lCd. puede- ccr;s.1cer.11rse 

const.1Luld.a. por ond.as de en¿rgl.a En ca.da una de es•_as ondas.. l.:. 



longitud de onda. 

L.<& radJ.ación sólo se absorbe o enute en unidades det'inidas 

llamadas felones. La energia de los fotones es proporcionai a l• 

rreCuencia de la radiación. 

La intensidad d~ un haz de radiación está caracleri~ada por 

su poder de radiac16n. que es proporcional al nur:'lero de fotones 

por segunao que se propagan en el haz. Un haz que t.ransport.e 

rad1acJ.6n de una sola long1lud de onda es monocrom.á.lico; un haz 

policro~~tico contiene radiac•6n de d1vorsas longit.ude~ de onda. 

El uso de la espectrofolomelria de absorción en las zon•s 

visible y ultravioleta como proced1m.ienlo de valora::i6n se basa 

en el hecho de que la absort..1v1dad de una sust.ancia ~;uele ser una 

constante independiente de la intensidad de la radiación 

incidente, la long1lud 1nt.erior de la celda y la concent.ración. 

por lo cual la concentrac16n puede delernunar 

fotot:\ét.r1camenle. 

Basicamenle lodos los tipos de especlrofot.6metros están 

dise~ados de modo que perm.ilan el paso de una rad!ac16n 

esencial mente monocroma ti ca. El espect.rof"olómelro consta de una 

fuente de energia. de un sistema dispersivo con rendijas para 

seleccionar la banda de long1~udes de onda. una colda 6 

recipiente para la sustancia problema.. un det.eclor de la energia 

radiante y dispositivos acoplados de amplificac16n. medición y 

registro. 

J. Fuente de energia radiante. Esta. debe proporcionar 

radiación ~ont.1nua. es dec1r. su espectro debe contener todas las 

10 



lor.g1tudes de cr.da dot la región er: que se van a usar. L.-s. :r-..3.s 

comunes son. para r•diac1on ult.rav101e1_...,, l.a.s lAmp.a.ras d& 

descarga de deuter10 y de h1dr09eno. m.i.entras q~e para la reQ16n 

v1s1ble es de lungs~eno 

2. Monoc:rom.)dor. S.:.rve ¡:::ar.;. ::.~lecclcr,ar la lor-1.;1tu::! de :::.nao a 

l .a cua:. se oes.ea t.r aba_, .. ..-. 

3. Celdas Rec1p1ente t.ransparente para contener la muestra-. 

las mas us~d.as son las cuadradas de 1 O m.'1'1. de c.uar::o. 

4. Oet.eclor. Transforma la rad1acl.6n en sei'ia! el<é>ct.ric.a~ :..as 

t:rt.i.s us.ad.&s son las !otoceld•S de s1l1c6n. fot.otubos y 

folomulL1pl1cadores 

5. Ind1c.adores de sef'\al, D1spcsit.1vos acoplo.dos de 

1 



11. VALIDAC!ON DE METODOS AHALITICOS""'º·"·'"'.,, .. ,~·"'' 

Has que la s1mple medida de un procedimiento. la validación 

de métodos es una medida del dese~peño de Slslerr.a total 

anallt.1co. En otras palabras. se tiene que asegurar que el 

mél.odo. l.nst.rument.os. solvant.es. rea.ct1vos, y t.odo lo que se usa 

auran~e e~ ensayo es lo adecuado para el compuesto en cueslion. 

La validación del co~portamlento del s1sle~~ es parte de la 

aptitud del sistema probado. en la cual todos los parámetros se 

loman en consideración par a est.abl ecer como se compor la en el 

ensayo. 

La forma. ~s comun para validar una met.odologia analilica es 

analizando muestras de referencia que sen sir:\J.lares en todos los 

aspectos a la muestra proble~~. comparar.do los resultados ccn los 

esperados. El placebo ca.rgado 6 la adic1ón de est.Andar son los 

rnét.odos que se pueden u~ar como referonci a para. det.ermi n•r la. 

e>acL1Lud de un méLodo ensayado. 

En el m*Lodo de recobro de el placebo carg•do. el pr1nc1pio 

a.ct.ivo puro. es ad1c1onado a una mezcla de exc1p1er.t.es. y la 

me;:cla es analizada y co~.parada con los resultados esperados. 

En el mét.odo de la. adición de est.ándar. a una. mezcla de 

concent.raci6n conocida. de act.ivo se le adiciona una cantidad de 

est.Anda.r conocida y se analiza. La diferer.c1a ent.re la muestra 

a.si obtenida y la muestra or1g1na.l es la medida de el aument.o del 

est.andar recuperado en el ensayo. 

12 



La ex.cli~ud de un malodo puede variar a través de un rango 

de concenlraciones. La medida de la exact.i lud se det.er rr..l na que 

puede ir de BG~; a 120~; de principl.o ~clivo con respect.o a.l valor"" 

central normal de fár~dco. 

Me<:hanle el t.ratami.ento est..ad.lstico. los datos obtenidos en 

la ex.actitud, se usan para det..errrunar la lineali.dad del mélodo, 

definida como la variación en el aumento de farm.aco recuperado 

por el ensayo como una función del aumento del f ~rm.aco real en la 

muestra. 

?ara un rnélodo que es utili:ado de rutina en el laboratorio. 

se deben design.:..r en la evaluaci.6n eslaa.l.sli.ca. con un n.:.vel de 

significancia del g~~ 

Ot.ros requer i m.J. en tos. incluyen la raproducibill.d,it;d y 

sensibilidad~ éstos pueden ser más flexibles que lo requerido 

para ex.act..it.ud porque son una función de la precisión del ensayo, 

especificaciones (rango). y el número de muestras ensayadas. 

Para ~étodos ~uy criticas o métodos utilizados generalment.e, 

la. desviaciér: estándar :-elat1·:a. entre tcdcs los resultados r.o 

debe ser rn.a.yor deol 2:. 

Ot.ro cr1t.er10 de la v.;;.,lidac16n de métodos es l.a. 

especi!"icidad. Lo ideal. que el compuest.o 

medido esté libre de inleferencia que perr.~t.an medir la potencia 

real de un a-=.t1v,.:.:. An.0t.l ... :ando los compuo?s.t.os o exc.:.pient.es que 

contiene la iorrnul.s.c16n s1n el ingredienle activo en cuest.i6n. se 

obt.endr~ una buena medida de la espec¡ficiddd. 

13 



el cu.al queda esta.o.>.eci.do pcr est.t.:.:l ... c~ expe-r.:.!f.o:>t.~:e-.... que ¡,... 

capaci.dad del e-.et.odo o;.a.t.1s.face •os r1:tq•J1s~lcs para la. a.pl:. .::""c.i.cn 

a.na.l1.t..1c:.a desead.a., E:: ob¿et.1,,.·o de ia. v.;.l.:.da.=.:.cr. es. ::;:-~cu::.:.r :::s 

crieJores result.ac!::::; .a.r.al1t.icc-s. ?CS1l:.~es. ::•r.a. :::.:Oter.&r f_a..~es 

react..1vo-s. ap.o.r.-t.O!i. i.ns.1-ru~nt.os • .ana.it"i'-as 



A. Pará.elros a Evaluar 

Los pa.rá.~l:-cs a ev.a.l uar t.anlo para el mét.odo para 

Acriflavina como para Clorh1drat.o de Lidoca1n.a. son: 

1) Sist.em.a 

L.ine.al 1d•d 

b. Prec1si6n 

2) Método Ana.11 t.ico 

a. Espe-c1I'1cidad 

b. Ex.act.i t.ud 

e. Li na-al idad 

d. Repro<iuc1b1l1dad 

E.s~ab1l1dad de la mues~ra 

15 



1 • ESPECIFICIDAD 

Es l • demostr ac1 Cn de que la respuesta del rr.et.odo 

corresponde soto a :a sus• • .:..nc1a d.ao .. nt.eres; est.o a.qui se 

ver1f1can si l.;. resp:..:est..s medida correspor1de .;;.olo a la sus~-2.n;;.:..;.. 

de interés y si los exc1p1ent.es y produc•~os da deg:radac.:.én 

interfieren o no en la se~al medida. 

2. EXACTITUD 

valor obtenido sxi;:er imenlalrr.t?nt.e y un valor de referencia. 

Se expresa corr.o el % de recobro oblen.:.do del anal1s1s de 

muestras a las que se les ha aa1c1onado cantidades conocidas de 

la suslanc1.a 

3. LI l<EALI DAD 

Es una rried:..da del gr.a.do •l C'..lal la. curva de ca:1brac16n 

anal1t1ca. 

aonde y 

aprox.iir..a. a una 11ne.a recta del lipa y• a .. b><. 

la variable dependiente o cantidad ~bten1Ca, x es la 

var1ble independient.e o cantidad ad1c1onada, a es l.a ordenada 

al origen e indica el v¿lor medido al cual la canLidad ad1cionada 

igual a c~r::-. bes .i.a pend1er.t..e y represent.a :as var1ac .. one~ 

que hav d~ y con respec~o 

Para. det.errr..1.nar este par.<o.me•.ro. :os dat.os e>.-per1ment..ales se 

<ilnali;,::an de modo que la canl1cad recuperada u oblen1da esta 



.... 

fun:::-1cn de ..... c.ilr,t1da.:i ad1c1cnada al p:acebo y as1 an.;;,,l1=a:- el 

grado c..:impo.-t.arr...:.enlo l1ne.;;.l ?arOl 

esto. 

E: gr.a.do de var1,¡,c16r-, de la var.:.able dependier,t.e se est..1.ma 

pcrc1ent.o u~1¡1::.ar-.co e~ ana:.1:.:.s oe c.::-r:-elac.:.cn 

4. PRECISIOW 

Es la var1ac1..:in da l.os c!at.os con respecto • un valor 

cent.ral 

:.....a pl"'ec1s1on Et~ una. r.~1da dgl grado...:~ r"-?1"od 1..Jc.1bi.l1dac _..,_,o 

repet.:.b1l1dad del r.ietcdo anal~~1co ba..)C las .::onc!:.::1::ineo;; nor~..a.les 

de operac1on 

Repeti.c.1. 11 dad. Es la cor:cordanc1a. ot::t.e:-.ida entre 

Ceternun•::1or.es 1nde¡;'3'nd.1ente-s real1zad.a.s bajo las r:usr;.._s 

conC1cones de t.-ab.a..io Cr.usmc a!",alista. m.isrr.os ap..sratos. J:US::\O 

di.a. r:usmi:;:,s rea:::...ivos). 

b. Repr 0Cv::1bi.l1dad. Es :. a c.:::ncordan:::l. a obte:--.:. da en t. re 

de~ er r:-..i na::: l ones i ndeper.d1 e:"\ les real l. 'Za.das b.aJO d.;. íerer:tes 

5. ESTABILIDAD DE LA KtltSTRA. 

Es e: t.1er."po .=.:...;:-ar-.te el cua.l. la respuesl.a inechda. no cambia 

fOrJ:l.a s.;.gr . .:..f.:...;.;;.:..~v.s. esto es, el t1er.:¡:>0-

respuest._. perr...anec.e- est..able :.t si.n c.a.n.b10~ consadti'!"'ables. 

17 



III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

En la elaboración de 4-sle medicamento. se llevan a cabo 

análisis quimicos en los d1rerenles pasos de su elaboración. 

Estos an~lis1s se realizan en las siguientes etapas: 

1. ProcG1;o 

2. Producto terminado 

Deb1do a eslo. el método que se utiliza en el an~l1sis. ya 

sea para uno u otro de los princ1pl.os activos. deben poseer 

c1ort.as caracterislicas que indiquen que el método ulil1zado es 

confiable. 

El pres.enle t.r.a.ba.Jo verificar~ que l,;¡.n conf.iables son los 

rnét.odos espec:lrofotomélr1cos ut.1l1zados como rr.étodos rutinarios 

de control para la cuanl1ficaci6n de Clorh1drat.o de Lidocaina y 

Acriflav1na a una longitud de ond~ de 550 

respect.1vamenle en su for~~ farf:"l.acéut.1ca de solucion. 

y 450 nm 

E:l t.ratanuent.o e~tadistico de los resultados nos permill.rA 

conocer la variabilidad de los da~os. 1nd1cándonos su validez. 

El proced1m.ienLo se h.a.ce de acuerdo .a. l.a.s necesidades del 

labc>ra~orio d• conLrol de calidad. asl como 1.-.s norm.a.s 

requerid.as por l.a. industr¡a f arm.a.céuL1ca 6 el conlrol de 

rnedi cament.os. 

18 



IV OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

espef..::• .. rofot.ol':lélr:. :::o'.:i Cél!'d. la cu.;,;-i'~1 f .:.cdClón de Cl orh1dr.a.t.c de 

L.1. doc.a.1 :>Ot. y Ac.r .l f: a. "'l na 

r~rm.aceut1c.a. d& soluc16n-

OBJETIVOS ESPECI•ICOS. 

como ¡::;r1r . .:1p::.os activos en la fo:-tr..a. 

1. L~'~errn.:.n.ar :a l1r.eal1.:iad y prec.:.s..:..c;-. c:el '.:i!S.'.ema.. 

Z. CE-term..J.r,a:- ~a especJ.!lcic:ad. e:..-..sclit.ud, l.:.r-.ealld.ad. prec1s16n. 

est..a.b1l1da:.J de .:,,. mtJeslr•. del r.-.et.odo .:.nal.i.t.ico col.lO p.aramet.r-os 

d~ v.a.l idac16n. 



V. HIPOTES!S 

::1 las pr-op¡~·jades fLs.1.i:::oqulrn.icas de lc5. excipientes 

emple.oados :a {crrr.1J:.:.. f.;,.rm.oacé-ut.oca, l"l.O 1nl~rf1eren en la 

cuant1(¡c.;r,c.:.on ¡:x:ir- e.: rr-t>t'"""do e~pe-ctr-cfctct:'IEflr1co de ClothJ..!rato 

de L .. doca1n.¡ y Acri.f:a,ir . .-. y Sl en un rangc. :.Je> concent..rac1on. e~ 

O 99, la ordenad~ 

al origen es 1gua; O. la pendier;Le es i.gt;a¡ y ei 

coef1::l.e-nt.e de v.ar:...aclón i:'S 1gL:al o rr.er:.c;- .:. 2.. er.~cnces los. 

r:1etodos """'pE"--'.r :.:·..:;tc~t.r1~-.:.s serán espec.>fl.cos. i.:.nea~es. ¡:-rec.:.sos 

¿:;. 



l. 

2. 

VI. MATERIAL Y EQUIPO 

MATERIALES 

M.at.r.sces ·.101 umétr icos 

Pi.pelas volumet.r1c.a.s 

Vasos de precipitado 

Embudos de separación 

Enll::.udos de fi.lt.raci.on 

Soporte u ni Vt3r sal 

Anillos de f i.erro 

EQUIPO 

Sa!.anza. analit1ca 

Especlrof ot.Omclro 

Parrilla de 

e.al enlam.¡ ent.o 

MARCA 

PH~EX 

MARCA 

Melller 

Sh1m.adzu 

Corning 

3. REACTIVOS 

H1i.::: ex...:. do de amc.:.in10 ccncentr.-~do 

Cloroformo 

Sul f at.o de sod;.. o anhi dr·o 

Aci.do clcrhidr1co 

Suliat.o de scd10 penlah1dratado 

DESCRIPCIOH 

100 ml. 

5. 10. 15. 50 rnl 

100 ml. 

250 ml. 

t..allo cort.o 

MODELO 

Al: 200 

204-56000 \J/-240 

PC- 320 

DESCIUPCIOH 

Mere\:: 

Merck 

Merck 

Herck 

Clc,rh~drato de .:1docain~ est.ar.dar de referenci..>.. 



VIL METOOOS ANALITICOS 

1. Clorhidrato de Lidoca1oa 

Transferir una allcuot..a equivalente • 34 mg de Clorh1drat..o 

de ~l. doca!. na a ur. ett.b'.Jdo de separac1cn de 25C rnl. y agregar 10 

~,l ce hidrox..i..do de o..~.crao concent.rado, e>."t.ra.er con t.res p:::•=icr.es 

de cloroformo de S.:: ml cada una. f1lt..rar el cloroforrno a través de 

sulfato de sodio anhidro. 

Evaporar el cloroformo casi a sequedad en ~a~o m.arla. 

Preparar una solución estándar que contenga 340 ~~ de 

Clorhidrato de L1doc::a1na y 3S mg de Acr1fl•v1na OJI'\ !00 cl. 

De esta solución t.om.ar 10 ml y tratar corre la mueslra. 

AdlCl.Onar 5 m.l de ac1do Clorhldr1co :..1 H a los re-c1p1ent.es 

del estándar y problema. asl como a un terce•o que servirá como 

blanco; evap::::irar el remanente de cloroforr.'IO y ad1c1onar 15 ml de 

C..rconato de sc:xi10 al 15!' y 5 m.l de sulf.a.t.o cUpr1cc al 1. 3'9/.; 

~zclar y f~ltrar a través de papel wathr.~n : ~Z; le-er centra el 

blanco de re•ct1vos a 550 nm. 

2. Jr.criflavin.o11 

Pesar l gr de so~uc¡ón prcble~ en un r.~Lraz volumélrico de 

100 r::U. ;..!or.:J.r con agua y se r...i.de es~a soluc16n 

es~~:-ofotomietro en celdas de 1 cm a 450 nm CO"-tra agua come 

blanco. E le•== 1620 



VIII. EVALUACION DE PARAMETROS 

A. CLORHIDRATO DE LIDOCA.IHA CMETOOO ANALITICO 1). 

1. Especificid.ad frentP- a e-xcipienlPs. 

concentr.;ac.:.ones dG :..:-s exc:.¡::.er.!.o?S -.::;ue .;ion l.;. form..co. farn ..... ..:.eu'-l=a;. 

post.er1c.:r-~>3'n'_e s,,¡¡¡. '-r-.at.ar;;:.·.: d~ .. s:i..;a; ~.-;..-.E'r.:i p.;.ra .:.a. c·.Jan•.¡fJ..o::ac;...:>r, 

de Clorh:.d;.;at.o -:;.,: lidoc.-..:.r.a. :-' oespuo:-ts. :;.e compararon frent.e .a. 

oc:;;er .,:; .la 

de 11docain.a. 

2 .. Linealidad del siste~. 

5 ruveles d~ .:.cr.::.er.t.rac1Cn para el 

Clcrh1drato de L.dOC.llna Sle:"ldo .a~ ec. a:, lOV. !1::.. :25~. 

respecto a la concent.ra~16n nor~~l d~ ~~orh1Gr•lo de ~ldóe.a1n• en 

la f'orr:-.a farm.a.ceut.1ca 

~l.o• .::>bt6'n1dcsa se 4Jus.t..-ron por el 'f·.rl't..~.j.O je ,,.,;,n4.lloC'i. cu.a.dr .. :;:·;,s. 

~ de é'st.a m.an ..... r..:. se -::ielerrranó la P"":i..J.;.e;i~.o?. o~ ..:i.,..n.,.jo al or1.;en 

~~ coef1c1unte d..- corr&~ac1 ~n 



• 

3. Precisión del sisle-.a. 

SQ trabajó con seis muestras co;-, el equ1 va.lent.e al 100~~ de 

la concenlraci6n de Principio activo respecto a la concentración 

de la form..a. farmacéutica. 

resultados oblenidos se evaluaron por medio 

del coeficiente de variación. 

4. Lihealidad del ~lodo a~lilico 

Se ~rabaj6 con placebos cargados cuyas concentrac1ones 

fueron de 60, SO, 100, 110 y 125"'/. respect.o a la concentración 

nor~l del Clorhidrato de L1docaina en la forma farmacéutica~ se 

hicieron mue-st.ras por triplicado tra~jando en las hÚsmas 

cond1c1ones de operación. el rn.ismo dia. 

Los resultados se compararon contra estándar de referencia. 

Los dalos se trataron igual que para linealidad del sistema. 

5. Exaclllt.xl del -*lodo a~lilico. 

En ésta prueba se procedió a realizar placebos cargados con 

el 1PqUivalente al 100~ de la concent.raci6n normal; se llevaron a 

cabo 9 repl1cac1ones realizando la cuant.1f~cac1on como lo indica 

el tnélodo analil1co; los dalos se trataron por medio del 

Coeficiente de Variación y de una prueba l sludenl· 
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6. Precisión del ~t.odo analit.lco. 

Esla prueba se realizó evaluando la repel1b1lidad y 

reproducib1l1dad. 

l. Repelibilid~d. 

Para la evaluación de est.a prueba. se utilizaron los dalos 

de ex..-actit.ud; por medio de una prueba de Ji cuadrada se evalu6 la 

signi~ic&ncia de la variabilidad. 

11. Reproducibilídad. 

P.a.ra evaluar •sta prueb.a. se procediO a elabor.ar pla.cebos 

cargados con el equivalente al 100~ se realizaron muest.ras por 

t.riplicado. con dos analistas y dos diferentes dias. 

t..os result.ados se lrat.aron por medio de un análisis de 

varianza para dos crilerios de clasificación. 

7. Estabilidad de la -.-.slra 

Se llevaron a cabo r.;uestras por triplicado. colocándolas a 

diferentes condiciones; 

l. Luz blanca y t.emperat.ura arnCienlal 

Il. Temperatura ambiental y obscuridad 

111. Condicione-s d• refri9erac16n. 

Se observ6 la lectura inici.a.l. y poster1orrr.ent.a se observ6 a 

l&s 1. 3, 5 y 24 horas. observando si hubo o no un cambio 

considerable en las lecturas. 



B. ACRI FLA VI NA C KETOOO ANAL! TI CO 2). 

1. Especificidad frente a excipientes. 

elaboro ~n pl~cebo y placebo 

que en la forma. farr.-..ace•..;'.1ca~ pcster1orrr.eonle se trataron de igual 

que para ¡a, c•..Jant1f.1.cac16r. de Ac.rlflav1na, comparAndose 

con un patrón de referenc1a. 

2. Linealidad del sisle.a. 

Se lraba.Jó con 5 n.1.veles de concenlrac16n, siendo al 60, 80. 

100. 11C y 125~ respecto a la cor.::entrac16n normal de Acr.:.!lav1na 

1-. fcrrr-.a farrr.acéul1c.a.. 

Se h1c1eron muestras por lr1pl1cado; se lrabaJc el 1n1smo dla 

las rru.sm.a.s cor.d1c1ones de operación, equ1po y laborat.or1c. Los 

dalos obtenidos s.e .-Justaron por el r.-.&t.odo de m.ln1mos CUd.drados. 

y d9' es la rr.aner a 

3. Precisión del sislell\OI... 

Se lra.baJ6 con 6 rruest.ras con el e<.:p1v•l.inle al 100:.; de la 

concont.rac16n d~ pr.;.r.~J.PJ.O •clJ.vo :-es.p<a<tc • :.a. =cri.cen•.:-ac16n d& 

la forma farma.ceut¡ca. 

e ... a:\..:arcn rr>ec!l o del 



•· Linealidad del nélodo an.alllico 

Se u·abaJO placebos cargadcs cuyas concer.~rac1ones 

fueron 60 .. 60. 100, 110 y 125Y. respecte a la concentración nor~•l 

de ~riflav1na en la forrr..'.l farmacé•Jl1ca; se h.i.cie.-on muestras por 

t.rip:ica~c '....ra::..a~.:..r • ..Jo t?n .i..as mlS~'"'"s c.:ir.o;...:1cnes de operao::icr . ..;:.: 

m.ismo dla. 

Los resul lados se compararon contra estándar de 

roferenci.a. Los datos se t.rat.arcn igual que para L1neal1dad del 

sistema. 

5. Exaclilud del Mélodo analilico 

Se prcx:edi6 a realizar placebos cargados con el equivalente 

al 100% de la concent.rac16n normal; llevron e.abo a 

replicac1cn@s realizando la cuanlif;.cac16n como lo m.arca el 

método analit.ico. Los datos se tralron ¡:x::ir medio del coeficiente 

de var1ac1on y una prueba d~ l studen. 

6. Precisión del lhélodo An.alllico 

Esta pr-ueb.a. 

reproducib1l1dad. 

I. Repet.1bil1dad. 

realizó evaluando la repel1bi.l1dad y 

?a:-,a la eva.i..u.:;.c1ór. de es:a pr-:..:eoa, se utilizaron los dalos 

de ex.actitud; por rned10 de una prueba de Ji cuadrada se evaluó la 

s1gruf1canc1a de la var1abil1dAd. 
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II. Reproducibilidad. 

Para evaluar est.a prueba. se procedió a elaborar placebos 

carga.dos con el equ1 v.a.: ent.e al 100~. se realiza ron mueS'~ras por 

\.riplicado,. con dos analistas y dos dlas. 

Los rgsult.ados SQ trataron por medio de un análís1s de 

varianza para dos cr1lerios de clasificacióh. 

7. Estabilidad do la MUesLr~. 

Sr;, llevaron a cabo muestras por triplicado. colocándolas en 

d1ferant.es cond1ciones: 

I. Luz blanca y temperatura ambienlq. 

II. Obsc~ridad y temperatura amb1enLe. 

III. Condiciones de refrigeración C5°C). 

~ ob\.uvo la lectura inicial. y pos\.er1ormont.e se observó a 

las 1 • 3. 5 y 24 hor -.s • observando s,i hubo o no un cambio 

considerable en las lec~uras. 
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IX. RESlA..TADOS 

ESPECIFICIDAD 

Tabla 1. Resultados de la especificidad para Clorhidrato de 

Lidocain.a. 

MUESTRA ABSORBANClA ! 
Pat.r6n de 0.482 

referencia o. 491 

Placebo o. 479 

cargado 0.475 

Placebc> 0.007 

0.006 

De los result.ados de la t.abla anlerior se obt.ien• una 

inlerf'erenc1a de los excipientes equivalentes al 1.5:.~. 



GrAfic~ de especificidad de Clorhidrato de 11docaina. 
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LINEALIDAD DEL SISTEMA 

Tabla II. Resultados obtenidos en la linealidad del sisle-.a 

para la cu.ant.ificaci6n de Clorhidrato de Lidocain.a 

Con.cent.ración 

mg/ml 

Absorb.a.nc1¿s 

2.04 

0.276 

0.274 

2.72 

0.362 

0.360 

3.40 

0.469 

0.487 

3.74 

0.514 

0.514 

... 2.5 

0.586 

o. 571 

De la t.abla t: se obt.uv1eron los s1gu1ent.es result.ados. 

después de rali.zar el trat.am.ienlo esLad1slico con las fórmulas 

que aparecen en el apéndice CA:>. 

Ordenada al origen 

Pendienl.e 

Coef1cient.e de 

correla.c1ón 

31 

(b)= 0.0106 

(m)= 0.1345 

(r) = O. 9937 



PRECISION DEL SISTEMA 

Tabla III. Resultados obtenidos en la precisión del sistema 

la cuanlificaci6n de 

Lidocai n.a. 

Concant.rac16n 

Abs or b.a.nc 1 as 

3. 40 

0.486 

0.489 

0.487 

0.485 

0.485 

0.488 

clorhidr.alo de 

Realizando el lr.a.t.am.ienlo esladislico por rned.10 d& las 

rormulas que aparece en el apéndice. se obt.ine de la t..a.bla III 

los s19uient.es resull.a.dos. 

Madi.a. 

r::..e.sv1ac16n est.~nd¿r 

Coeficient.e de 

variación 

32 

CX)= 0.4866 

(6) = o. 00149 

ce. v;;~ o. 3062'-< 



U>IEALIDAD OCL METOOO AllALITICO 

Tabla IV. Resultados oblenidos en la linealidad del a'llodo 

anal i tico para la cu.anti f icación de Clorhidrato 

de Lidoc.a1n.a. 

Concent.rac16n 

rng./ 10 ml 20.4 27.2. 34.0 37.4 42..5 

Absor banc 1. .d.S 0.?:70 0.39~ C,. 488 0.516 0.567 

0.276 0.379 o. 456 0.514 c. 571 

0.279 o. 371 o. 468 c. 521 ú.574 
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Tabla V .. Resullados de la linealidad del método analitico 

para la cuanli! icaci6n de Clorhidrato de Lidocain.a. 

mg adi CJ. on.ac!os mg re,,;. uper a dos "' 
mg/lO rnl mQ/10 m1 r~cuparado 

20.4 19.50 95.08 

20.4 20.03 98.22 

20.4 2.0.25 99.28 

27.2 25.QS 00.22 

27.2 25.63 97.93 

c;t,c; 26.07 :;;:s. se 

34.0 34.86 102.. 56 

34.0 32.i'C 00.20 

34.0 33.46 98. 3¡ 

37. 4 37. 01 98. G6 

37 ... 36.48 97.55 

37.4 37.37 ¡;g_ ¡;2 

42.5 40.67 95.98 

42.5 40. 95 Q6.37 

42.5 4l 1-:" 96.87 

De la t.abla I\' y V se obtuv1eron los siguientes resultados 

después de red.l.l::.ar el lr.at.d.mie!"lto e-sladlst1co pcr r.-.edio de las 

fórmulas del ape-ndice CA.J. 

?end1er.:e (!:0= o. ~552 

Ordenadd al origen (b)= 0.4292 

Coefic!-:nle de- correlac1on Cr)= O. 9.;;55 



LINEALIDAD 
.IO ,.-~~~~~~~--=C~L=OR=~=O=RA=T~O~O(=-L=IOOCAI:..:..:..;_""~~~~~~~~~~-, 

20 

10 

Gr-~!ica 1. Linealidad de el Jllélodo An.al1lico para la 

CuanliíicaciOn de Clorhidrato de Lidoca1na. 
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Linealidad de clorhidrato de lidocaina. 

evaluación de la pendienle. 

Estadigrafo de contraste: 

t.calc - 1. 43 

l tablas 2.1604 

Intervalo de aceptación: 

- 2.1604 < -1.43 < 2.164 
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Tabla VI. Resultados de el aiwlisis de varianza de la 

linealidad del me lodo analilico para la 

cuanlificaci6n de clorhidra~o de Lidocaina. 

FUENTE DE ORADOS DE SUMA DE MEDIA DE Fcal Flab 

VARIACION UBERTAD CUADRADOS CUADRADOS 

Regresión 1 83Q. 47 839.47 1608.83 4.67 

Error de 

regres16n 13 6.7842 0.5218 

Falt.a. de 

ajusle 3 3.2007 l. 05gg 2.0031 3.71 

Error 

puro 10 3.5745 0.35745 

NOTA: Las fórmul~s emploadas para los c~lculos sa encuen~ran 

en el apéndice CB). 
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Tabla VII. Resultados de la exaclilud de el método an.alilico 

para la cuantificación de 

Udocaina. 

91119' Adicionados "'9 Recuperados 

34 34.66 

34 33.37 

34 33.61 

34 34.23 

34 33.45 

34 33.76 

34 34.15 

34 33.84 

De la labla anLer1or se obtiene: 

Desviación estándar 

Hed1a 

Coefic1ent.e de 

var1aci6n 

38 

Ce)= 1.145 

ex,.:>= 99.59Q4 

CC.VJ= 1.1503:< 

Clorhidrato de 

" de Recobro 

101. 3729 

98.1693 

98.B55B 

100.6964 

G8.3981 

99.3135 

100.4576 

99.5423 



Trata.miento estadístico 

Hi: J.J; 100'1; 

Estad!graro da con~rasle 

Tcalc. --0.9895 

Area de aceptación 

-2.3646 ( --O.QSQ5 < 2.3646 

Intervalo de confi•nza 

QS. 64 < 99. 59 < l OO. 5566 
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2.3646 
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PRECISIOH 

1). REPC:T:S:Lil'.'.)AO. O.., lo l•b.:.,.. VII. s;;e ~bt.uviaron loso. 

siguientes resultados: 

Mo: 6 S 2!-; 

H ... ; Ó '.> C•o 

Esladigrafo de contraste 

x• 
cal 

e 

8< 16.013 

Coaficienle de Variación 

1.15% 
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2> . REPROOUC! B! L! DAD. 

Tabla VIII. Resultados de la inleraccion analisla-dia para 

la reproducibilidad del ~lodo ahallli~o p•ra la 

cu.anlificaciOn de Clorhidrato da Lidocaina. 

A!IALJ.STA 

A!IALISTA 

11 

DIA 

". RECOBRO 

l04.6G34 

104 . .;SQ'7' 

9S.3673 

103.6734 

104.4997 

103. 6734 

41 

cr A 1: 

".RECOBRO 

105.6;;23 

101. 4216 

105. 46$5 

100. 5607 

100.166S 

100. 5667 



Tabla IX. Análisis de varianza par·a reproducibllidad de el 

método anali tico para la delernainación de 

Clorhidrato de Lidocain.a. 

FUENTE DE GRADOS C2 SL"HA DE MEDIA DE F" 
cal ·~-b 

V~IAC!ON LIBERTAD CUADRADOS Cu ADRADOS 

Analista 1 0.7964 0.7984 C. C-457 18. 51 
1 

1 

Dia 2 34.1SS6 17.0943 3.1;.35 4.48 1 
1 

Error 8 43.9264 5.4908 

Las fórmulas de cálculo aparecen en el apéndice (D). 



Tabla X. Rasullados de la estabilidad de la muestra para el 

Rélodo analilico en la determin.acion de Clorhidrato 

de Lidocai na. 

CONDICION TIEMPO CHORAS) 

00 3 5 24 

Lu:z 100 100.5c :02. 25 100. 50 97. ~5 

blanc~ 100 100.50 100. 50 !OC.25 100. 25 

100 !OC. 30 101. 30 lOü. lC sa. 8'3 

Obs.cur l - 100 !OC. 76 101 . .:2 101. 53 97.17 

dad. 100 100. 00 100. 50 101 .52 100. 76 

100 100. 52 lOC.50 101. 32 ,;g. 55 

Refrige- 100 90.74 99.22 96.64 ;;e.go 

ración 100 'J9.4C GS.20 97.42 96.15 

100 99.80 oo.so 98.20 96.<lO 

V.R.= CONCENTF.ACIOI' 
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Tabla XI. Resultados del Tratamiento con l.
0

ul'-i',.,ET'T para la 

Est..abilidad de la Muestra para el m:?lodo analilico 

en la delerlllin.acíón de Clorhidrato de Lidocain.aa 

TIEMPO CHRS:> REF'RIGE.RACI.:JN LUZ SLA.UCA 

-o. 5-469 0.3500 0.3555 

3 -0.84Z3 0.552.; 1. 1076 

5 -2.1168 1. 1377 0.2324 

24 
1 

-2.7466 -0.8892 -O. 670C· 

t. 
OUHHETT 

-3-+3 

• Lil.s f6rmul~~ de c•lculo ap¿recen en el •pendice CE). 



ESPECIFICIDAD 

Tabla IA. Resultados de la especificidad para Acriflavina. 

H'JESTRA 

F'.o.trón de 

refer·encia 

Placebo 

cargado 

Placebo 

ABSCP.BANCI A 

0.564 

0.564 

C.366 

v.566 

o.ves 

0.009 

De> los re-sultados de 1.a tabla ant..erior 

interferencia de los excipienles equivalente al 1.5~.:. 

45 

obl1ene una 



L 

~~~~~~~~~~~~--.~~~~~~~~~~c....~.L.i.JSo.e 

1.oae o 

Gráfic¿ de especificidad d& acrifl•v1n•. 
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LINEALIDAD DEL SISTEMA 

Tabla IIA. Resultados oblenldos en la linealidad del sistema 

para la cuantificación de Acriflavina. 

Concent.racl.ón 

g/ml 2. 1 2.8 3.5 3.85 4.37 

Absorbanc1a 

H1 0.342 0.443 0.569 0.620 0.689 

M2 o. 30:.J 0.445 0.572: 0.619 0.694 

¡.¡3 0.340 0.446 C.573 C.617 C.689 

De la labla anterior se obt.uvieron los siguienles result.ados 

despt.:és de real1z.ar el lrat.amienlo est.adist.ico con las fórmulas 

del apénd1 ce. 

Ordenada al origen Cb)= O. 0113 

Pendi&nle (m)= 0.157 

Coefl.cienlliiJ de 

correlacl.On C.r)= O.QQS5 
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PRE:CISION DEL SISTEMA 

Tabla IIIA. Resultados obtenidos en la precision del sistema 

para la cuanli(icaci6n de Acriflavin.a. 

CCNCEN7?t.CION 

¡J..-ml. 

Absorbanc1as 

3.5 

0.578 

o. 571 

0.577 

0.573 

0.570 

o 57<) 

0.5i"4 

0.569 

Re•l1=.a.ndo el lral.amlenLo esLad1st1co por medio de las 

f'6rmul•s que .a~recen en el .apéndica. se obl1er.en los. siguientes 

r esul t..a..Jos: 

Medi.a. 

Coeficiente de 

va.ri.aci6n 

C X)= O. 57275 

(a)= O. 00337 

ce.",!)= 0.5983>. 
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LINEALIDAD DEL HETDDO ANALITICO 

Tabla IVA. Resullados obtenidos en la linealidad del mélodo 

~oalilico para la cuanliíicaci6n de AcriClavina. 

Concent.rac1ón 

mg/lOOml 21. 0;) 28.;)0 35.00 38.53 43.70 

Absorban- o. 341 0.453 o.=:sg 0.624 0.709 

cl.a!i. 

0.340 0.453 0.567 0.625 o. 709 

0.341 o. 452 0.566 0.624 0.708 
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Tabla VA. Resultados do la linoalidad del método an.alitico 

para la cuanliFicación de Acriflavin~. 

mg Ad! ci onados 1119 Recuperados ~; 

mg-'100 ml mg/100 rnl Recuperado 

21. 00 21.04 100.19 

21. 00 20.98 99.90 

21.00 21. 04 1OO.1 Q 

28.00 27.96 9Q.85 

28.00 27.00 GG.85 

28.00 27.90 Q9.64 

35.00 35.12 100. 34 

35.00 35.00 100. 00 

35.00 34.93 !Xl.80 

38.53 38.51 Q9.Q4 

38.53 38.58 100.12 

38.53 38. 51 QQ.94 

43. 70 43.76 100.13 

43.70 43.76 100.13 

43.70 43.70 100. 00 
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De la la.bla VA se obt..uvioro1\ los siguienles resultados 

después de realizar el lrat.amient..o osladislico por modi.o de las 

fórmulas que aparecen en al apéndice CAJ. 

Pendient.e 

Ordenada al origen 

Coefic1enLe de 

cor r el a.ci 6n 

Cm)= 1. 0016 

(b)= -o. 0519 

Cr) = O. gggg 

51 



LINEALIDAD 
ACRIF1.AVIHA 

50· 

'º 

ti 
JO 

cr 

20 

ti 
~ 10 

o 

-HI 
-10 10 30 •<> 

wc .• AOtC. 

Gráfica 2. Linealidad del málodo anal1 lico para la 

Cuanlif icaci6n de .4.criflavin.a. 
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Tabla VIA. Resullados de el análisis de var·ianza de la linealidad 

del lllét.odo anal1lico para la cuantificación de 

Acriflavin.a. 

FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE Fcal Ftab 

VARIACION LIBERTAD CUADRt.!XlS CUADRADOS 

Regre~aón 927 0008 927.0009 931104. l 4.67 

Error de 

regresión 13 0.0438 0.0011 

F'alla de 

a.juste 3 0.0146 0.0049 1. 6561 3.71 

Error puro 10 0.029 0.0029 

NOTA: Las fórmulas empleadas para los calcules se encuanlran 

en el apéndice (8). 
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Linealidad de clorhidra~o de lidocaina. 

evaluación de la pendiente. 

Ho: B 

HA: B +: 1 

Estadigrafo de contraste: 

leal.e 0.1467 

l lablas 2.1604 

Inle~valo de aceptación: 

- 2.1604' 0.1467' 2.154 
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EXACTITUD 

Tabla VIIA. Resultados de la exactitud de el MéloJo 

anali lico para la cuanliCicación 

Acriflavina.. 

mg adicionados mg recuperados % de Recobro 

3.5 3. 493 99.8236 

3.5 3. 469 99.1181 

3.5 3.518 100. 5291 

3.5 3.452 98. 9417 

3.5 3. 481 Q'd.4708 

3.5 3.500 100. 1763 

3.5 3.537 101.0582 

3.5 3.475 99.2945 

De la tabla anterior se ob~iene: 

Desviación eslándar 

Media 

Coeficiente de var1acion 

55 

Co) = O. 7389 

(x)= 99.8015 

e c .. ..,= o. 7404" 

de 



TralaMienlo esladislico 

Ho: µ= 100~ 

Hi: µ+. 100~ 

Esladigraro de conlrasle 

Tc:alc -0.7599 

T 2. 3846 
o. P?5 

Area de aceptación 

-2.3546 < -0.7599 < 2.3546 

Intervalo de conrianza 

69.1937 99.8015 < 100.4192 
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PRECISION 

1). REPETIBILIDAD. De la t.abla VIIA. se obtuvieron los 

siguient.es resultados: 

Tralanúenlo est.adisLico 

Ho: 6 !!'. 2~ 

Hi: 6 > 2"4 

Est.adigrafo de contraste 

X
2 

B 
cal 

x•,ab 16. 013 

Area de acep~ación 

e< 15.031 

Coeficiente de Variación 

0.7404 



2J. REPRODUCIBILIDAD. 

Tabla VIIIA. Resultados de la inleracci6n analisla-dia para 

la reproducibilidad del método analilico para 

cuanlificaci6n de Acriflavina. 

DIA I DIA II 

"' RECOBRO % RECOBRO 

ANALISTA 102.4691 101.9400 

I 102. 4691 101.9400 

102.6425 101. 4109 

ANALISTA 102. 8218 101.0582 

II 101.2345 101.0582 

101. 9400 101. 0582 
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Tabla IXA. Análisis de varianza para reproducibilidad de el 

nélodo analilico para la delenn.in.acion de 

Acriflavin.a. 

F"UENTE: DE 

VARIAC!ON 

Anall.st.a 

Dia 

Error 

GRA!XlS DE 

LIBERTAD 

2 

8 

a= 0.05 

SUMA DE 

CUAJ>RADCS 

0.1517 

1. 031 

4.817Q 

MEDIA DE 

CUADRAOOS 

0.1617 

0.5155 

0.6022 

Fcal Ft.ab 

o.2g42 18. 51 

0.8560 4.46 

• L.s fórmulas de cálculo se encuen~ran en el apéndice CA). 
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Tabla XA. Resultados de la estabilidad de la muestra para el 

método an.a.lilico en la delerlllinacion de 

Acriflavina. 

CONDICION TIEMPO CHORAS> 

o 3 5 a4 

Lu:z 100 99.65 99.65 00.46 97.25 

Blanca. 100 99.8Z 99.65 90.00 97.85 

100 100.00 99. 49 98.30 97.55 

100 100.34 100. 00 00.65 99.09 

Obscuridad 100 100. 67 100. 33 99.93 00.14 

100 100.94 100.00 99.83 98.57 

Refrige- 100 100.17 99.65 OO. 31 98.97 

ración 100 100. ºº 90.0a 00.65 99.oa 

100 99.66 QS.S8 99.3a 98.99 

V.R.= CONCENT!<:ACION 
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Tabla XIA. Resultados del lralamienlo con t
0

Ul'INt:T para la 

Estabilidad de la muestra para el tnélodo 

An.alilico en la delerlllin.a.ci6n de Acriflavina. 

TI EHPO C HRs:> REFR!GERAC!ON OSSCU?.IDAD LUZ BLAHCA 

-0.2057 3.10Q -0.SSOQ 

3 -2.6054 0.5547 -2.033Q 

5 -2. 0012 -1. 1508 -7.4634 

-5.oa3 -5.3700 -12.3550 

l -3-+3 
DUN'NICT 

w Us Córmul•s emplead•s para c,:¡lculos se encuent.ran en el 

apéndico CE). 
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X. DJSCUS!ON DE RESULTADOS 

A) CLORHIDRATO DE LID<x:AlNA. 

Para poder llevar cabo lo. val1dac1on de ést.e n.elodo 

analit1co. ralizó primero la especificidad frente a 

excipientes. Se htc1oron placebos. v placebos ca.r~F:i.dos .v se 

lrat.aron como lo lnd1c.:t. el método an.iliu.:::o Junto con un p.:..trcn 

de referencia. Los resulis..Jos ind:.can una 1r.terferenc¡d. de .;.os 

ulil1za con.o método do "rut1na", >2~ti.;. es. COflLr.:il de 

calidad. se cons1de~a no s1gn1f1cat.iva ¡, 

ex..lslent.t?. por lo que el t:i<élodo se cons.i:...:.:-ra espec1f1co frente a 

exc1p1ent.es .::20). Una ve:: -::on0Cido est.o. se proccd.10 a r~al1zar 

una curva está11.dar con concenlrac.1. or.es d<":> 20. ~ a 42. 5 mg/lOrnl. 

Como mueslran los resulladcs obten1dcs la ta::-.: a I:::. el 

coeficiente de correla.c1ón. la ordenada al orl9en y la perd1er.te. 

d1re,.:lc¡mer1te proporcional anlre los mg. ad1c1onados v la 

absorbanc1d obt~n1da. 

Se puede et.sor va;· en l o.s L.:.bl as : •; :• 1
.' pcr m~d1 o ,je la 

pend1er.te, o:-denai.J~"- al orlg-.?n y de e. ccet.1.c.~n.Le do::? c¡,;,¡r¿:a;;:l.ér.; 

adem.A.s de que se 11 evo a cabo un anal l '!il s de v.ir·.:. anz.;.. qt...e 

... dvmoslró no s-=-r s19i-.1 f ic.at..1 ve· 

.a.Ju~t"' Ctabl.a VI), qu'- el m~t.oUc .analíl1co es lineo.al el 

intervalo de con...:.ent.rac1on~s. d~ .:.:: .. ~- .:;2. S ;;,·~ lC-r.l 
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Para la prueba de exactitud d~l mé-t.oda anal.itico s~ llevo .;. 

cabo la preparación de placebos cargados con el equ1vd.lenle al 

lOOX de pr1nc1pio act.1vo. La t..abla 'J!I, nos muestra une. med1a de 

recuperac16n de el 99.5;;<94~.; por med10 de el trot.;.mlenr.o 

est.adisl.tco con prueba de "t '' .s.t.•..Jdenl der:.u5lr ó que l .a. 

media de roc:uperac16n es equivalente al 100~;; empleando un nivel 

de s1gn1f1canc1a de 0.05 ya que ~resenta un efecto 

s1gn1ficalivo. 

Para la repol1b1l1dad. usandw los datos que para 

exactitud. y haciendo pr ueb~ dt:t X
2

• 

desv1ac16n estandar .l.l. 2~~. por lo quo el motado 

anal1t1co posee una v.ar1ac1on en sus rc;,;Q~ros menor al é' •. 

En cuanto a la reproducJ.b1lidad, se evaluó Frcbando a lraves 

de un disef1.o complelamenle al azar para los factores analista 

(Ai.) y dia CD ) . 
<J 

Cada uno de los 

mediante el análisis de lotes 

lrat.am.ienlos fue e·.,,al uado 

independ1enles con tres 

raplJ.cac1ones por t.ra.tanuent.o y traba.1.::..nd0 ... la concen,_rc..c1on 

estipulada el mar bel e al 100~.. El andl l sis de var lanza 

correspondiente moslro no presPnt...ilr efPc~.o s1an1fic.;.t.1vc-i oarrl el 

analista n1 para el dia. (Tabla IX) 

cargados y se rea.lJ.Zó la cuant1f1cac1ón d1:..~ pr1nc.1p10 act.1vo como 

lo marca la t.~cn1ca .snallt1ca. Post.er1urt11H>nt.e ..ie" :;.::irr.et_,.o a las 

muestras a 3 diferentes cond1c.iones y se le'.'-'eron a d1ferent.es 

tiempos. Los resul lados. después de scrnBt.erse a un t1 .slam1ento 

por medio de la lDUNNETº mostraron no Lener efecto s1gn1f.icat.1vo 
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b) ACRI FLA VI HA. 

S'~ r.:..:1::0 primero .i.a especif:c~C.:s.d fre:-,•_e e:.-:c:.. p1 en T.. es 

haciende ¡:.laceoos y p:acebos cargados. :·· se tra·.arc:"I .1ur.t_;::. a un 

pat.r6n da referencia come lo indica .i.a lecni=a an.:..:it.ica. Los 

result.ados .1.nd1can una interferencia de les exr.:.i.p1en1.es de el 

1.5~. por lo que el valor no se considera s19n1f:.cal1vo por ser 

un mé+.odo pa:- .a con'.:-ol de -:al 1 dad. 

Para la .i.i.neaiidad del sistema ::e h1::0 un;,. curv.::.. eslánd.íl.r 

con un rango de c;oncer.t.rac1-;;.n de 2. :- ..;. 37' ':.;¡.-r,,,;.. Se derr.:::.s'.ró se:--

directamente proporcional la relac:.on de gramc..s .ao:..:::.:-. .:.:!:::. ·.· 

absorbanc:.a cl:.te:.1da. ?cst.er1crrr.er.T..e para • .::1. ¡¡nea;.;.d.<td del 

método se hicieron placebos cargados y corr.o lo mues•.rc.. la t.abla 

"/A~ con ·.ralores de la per.d1ent.e. ort.:lenc..da al origen v el 

coef1c1enle do correlac1ón. además de el ar.al1s1s cie var1an=a que 

demost.r6 no ser sign1f1cat1vo para el efe...:t.o de regres1or.. asi 

como no p:-eser.lar va:i.ores s.:..gni!1cat1vcs par.:. el e:ect..o de la 

falta de ajUSt.e (t_abla VJA). que el met.::ido ana:it_1c::i €·s ~inua.: 

el int.erv,"l,lo de concent..raciones arr;.ba rr.en-::1onadc. 

Pd.r.:. la exact 1 t.ud de:. m..?t..odo ana.: i t.i ce. se 11 e·.1::i a cc..b':l l .s. 

prepar.:..c1on IJ~ pi.:.ce::.os '.:argaj..;..s '.:::>r. el equiv.:.le-r.·.;s. .,..:, :.JC..: .• de 

pr;¡,r.cip.i.o ac• . .:.vo. ~a •_.:.bl.<:a \,..':::~ r.iuest..ra n.ed.i a de 

p:· ueo"" de "t 

una 

se dt-mos•.r-::- que el l':'leV:;cc, .::..:-:Gl1t;¡,co posee 

r-e.~ ·Jper .:;,.e 1 ór. equ1 v.:.l ente a.:. ¡ .: •. :.!. :.,-a que no 



presenta efecto s1gn1f1cat.1vo empleando un nivel de 

a1gn1f1cancia de o= 0.05. 

P.;;..ra l.;;.. reput1bil1d.:..d. usando los dalos de exaclilud, por 

n1edio de una prueba de "X
2
", 5e observa que la desvi.aci.6n 

est..andar es menor al 2!;, por lo que el método a.nal i li.co posee una 

variaciOn en sus recobros menor al 2~ 

Para la reproducib1lidad. se evaluó por medio de un d1se~o 

complet..amente a¡ azar para los fa.et.ores analisLa CAi.) y dia 

CD.). Cada uno de los tratamientos fué evaluado med1ant..e al 
<J 

a.na.lisis d~ lotos independientes lres replicaciones por 

t.ralamienlo )' lrabajando a la concentración estipulada en el 

marbete al 100~ •. El an.;.:1s1s de vari.an::a correspond1enle mostró 

no presentar efecto s1gn1~icalivo para el analista n1 para el dia 

Clabla IXA). 

Para la estab1l1dad de la muestra. se ülia.b<.Jraron placebos 

cargados y se r~al1=ó la cuanlificac16n de pr1nc~p10 activo como 

lo marca !a técnica .:..nalilica. Posteriormente se som&t.10 a las 

muestras a lres d1ferenles condiciones y se leyeron a diferentes 

l.letropos. Los. resultados, dospués de ser tratados por med.lo de la 

l
0

UNNET con un nivel de s19nif.lcac16n dei 5~. mueslran que: 

1) a cor1d.LC.lon..?:;;. de refr.:.gerac1ón. 1.a :n•..Jest_ra no presenta 

efecto s1gn1f1caL.lvo h.:..sta las 5 ho:-.-..s. pero a las 24 horas si. 

cond.Lc.Lones de obscuridad. presenta efecto 

s1gn1f1cativo a las 2~ horas. 

c..:.nd1 e .l. ones de lu= blanca. presenta efect.o 

s1gn1f1cat..1vo a las 5 y 2.:. horas. 
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XI. CONCLUSIONES 

De acuerdo a los resultados obtenidos, se puede conclu1; que 

los ObJeli vos plant.eados se alcanzaron en su lolalidad, ya que 

los métodos analilicos para la cuantificación de clorh1dralo de 

Lidocaina y Acriflavina resultaron ser: LINEALES, EXACTOS, 

PRE=rsos y ESPECIFICOS. 

Este último par~melro se realizó frente a exc1p1enles, por 

lo que se puede decir que los métodos pueden emplearse como 

método rutinario en el laboratorio de Control de Calidad. 

Adic1onalmenle se puede decir que el tiempo empleado para la 

cuanlificac16n de Clorh1dralo de L1docaina y Acr1flav1na 

adecuado para las necesidades del laboralor10 donde se realizó la 

val i dac16n. 
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XII. SUGERENCIAS. 

Tomando en base los para.metros evaluados y los res: .. Jltados 

obt.enidos. sugiere que .:..rnbos met.odos no se ut.ilicen para 

pruebas de ast.ab1lidad. P.a.ra ésto, llevar cabo el desarrollo de 

técnicas analit.icas. evaluar los pdrárne~ros aqui mencionados. 

además de someler .a. de9radac16n de los pr1nc1p1os act.1vos en 

condiciones de temperatura. acidez y alcalinidad. ~n la 

evaluación d~ espec1í1cidad. 
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XIV. APENDICEtzi.zz,.u.z,, 

A. FORJ(IJLAS PARA EVALUAR LA LINEALIDAD DE UN METOOO 

AHALITICO 

l. Pendiente de la Recta de Regresión (M) 

N (DCY)-(l:X)(:CT) 

M 

11 r:x• - cr:x)' 

2. Inlercep~o CB) 

('l:Y xr:x'>-cr:x xr:x Y> 

8 

n r:x•- en>' 

3. Coeficiente de Correlac16n Cr) 

11 cr:xn - Cl:lO C:CT) 

r = 



4. Error Tipico de EsLli:'14.cion s 
yu 

5. It-IFEREUCIAS RES?Ecro A LA O~DOIAOA A.L ORIG•)J. 

Ho a = A 

HA a ;: A 

donde A O 

Es~adigrafo de con~r•ste 

,. - A 
t.. cal. 

Sy/• ¡ Ex• 

o E ex,- X)' 

Decisi6n es~adislica: 

Leal < ~ C0.975). n-2 gl) 

y tcAl 

?uede considerarse oue esladisticar.-.entvi::- a O 



Int.ervalo de confian=.a al 95~~ 

¡: x' 

6. INFERENCIAS RESPECTO A LA PENDIEN-:C: 

Hipólesis ~ conlrast~r : 

Ho b B 

Ha. b :;: B 

D::mde 9 =- 1 

tea.: 
Sv.-K 



S1 t.cal < 

y leal > 

C0.975, n-2 9D 

CO. 025, n-2 91' 

Puede cons1dera¡se que esladisl1camente b 

Int.rervalo de confi.anza al 95~. : 

Si amb.as hip:)lesis. t.anl.o para 

acept•das. el rnelodo se cons~dera lineal. 

como por a b son 



B. FALTA DE AJUSTE. 

Modelo 1 ineal Est..adist.icc. 

YiJ eo .... o.xi ..... E1ct) 

i ~ ' ........ t. 

J. 1 ......... n 

B<> Ordon•d• ¿l origen 

Bi Pendient.o 

YtJ = Observacion (mg recobrados) del L-ésimo t.ratamJ.ent.o, 

(rr.g M..d1c::i.:,na.d~•) da l.a. ;'- .:r•u11..a.. repet.iciC•n. 

Xt = l-~~imo tr•l•m.ient.o Cmg adiciona.dos) 

EJCt:> = Error experimental de la ;'-ésirna repetición dentro 

i-éaink:I t.rat.anUent.o. 

P.a.r<1. l.a. int.erprel.a.ción est.ad!st.ica se re-ia.l1z6 un análisis de 

varianza para el modelo mencionado. 



TABLA DE ANADEVA 

F"UE:t/TE DE 
VARIACION 

:;;:cADOS DE s.·..;~ DE HECI t.. üE F' F' 
LIBERTAD ::uA.CRALóS ::uAD;;;.:.x::: .:::A.LCLrL..AOA TABLAS 

REGRESION 

ERROR DE 
REGRESION 

F"ALTA DE 
AJtlsn: 

ERROR 
PURO 

Donde 

n-2 

Cll-2) -lx( r-1) 

lx ~R-1) 

ser m DCY + b IY -

SCer ¡:y• - m 'r:¡(.Y - b };; 

Cl:Yl.)z 
SCep ¡:y• -

SCfa SCer - SCep 

ser ser SCr/MCer 

seer SCer.,,.GLer 

sera HCf,./HCep 

SCep SC..:iop/GLep 

n 

Se delarmin.a. los va.lores para f"tablo.a de la forme siguiente: 

F" GLr • Gl.er 0.95) 

F' GLfa. G~ep o. ;;5) 

! 

1 



Area de aceptación : 

Fcal ~ Flab CGLr • GLer 

Fcal S Ftab CGLfa. GLep 

o. 95) 

o. 95) 



C. FORKUl.AS PARA EVALU.U: LA EXACTITUD DE UN HETODO 

AHALITICO 

He 

Ha µ :; 100!,; 

Esladigraio de cont.raste : 

X - µe 

t.calc 

Decisión ostadlstica 

Si leal < l C0.975 , n-1 gl) 

y leal > l C0.025), n-1 gl) 

El método se considera exacto. 

Inlervalo de confianza al 05~ 



O. FORXIJLAS PARA EVALUAR LA PRECISIOH DE UM KETODO 

AHALITICO 

1. Repe~ibilidad ' 

Hipótesis a con~ras~ar Ho CT :5 1.5~ 

Ha a ) 1. S~~ 

Esladiqrafo de conLrasl~ 

Cn-D s' 

Decisión estadislica 

2 
C7 

El mélodo se considera preciso en cuanlo a repelibilidad. 

Inlervalo de conrianza al Q5% 

---------. 
Cn-D s' 

X2 (1-o/2:> 
< C7 ( 

Cn-D $' 

x• e~' 



2. Reproduc1bil1dad. 

Modelo lineal estad1st1co: 

Ylfk. =µ•Al • DJ + Ek(ij) 

donde: 

YLj1't = Observación del L-és1mo analisla del 1-ésimo dla de 

la k.-ésima repel1c.:..6~1. 

µ = media general. 

AL An3lista t-ésimo. 

DJ d1 a J-ési. mo. 

Ek.C Lj) = error esperiment.al. 

TABLA DE AflADEVA 

rUEllTE DE G. L. $tJl.IA DE HEDIA DE " r 1 
VARIAClOU CUADRADOS CUADRADCJS CALCUI ... AO.t.. TABLAS! 

Ai a-1 ty•í y• SCAi MCA 

br abr a.-1 HCE 

DJC O (b-1).a. D::/<1 ty•. SCD_ii MCDf 
L 

br e b-1 )a H~E 

SCE 

Cr·-l)ab 
1 

l 
Area de acept.ación 



E. ESTABILIDAD DE LA MUESTRA 

t. DUNNET 

CYl/r) - 100 
l 

~M Ce) --

2

r -Jª 
Sea 

MCe 
Cr-1) l 

SCe D''-

llcbla.e, con 12 y 24 g l , o 

t.loblo.e ± 3 

0.05 
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