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INTRODUCCION

El alto indice demografico en los paises subdesarrocllados,
como es el caso de México, ha originado que se tomen medidas
para disminuir la tasa de natalidad. Estas medidas incluyen
el uso de métodos anticonceptiyoa, los cuales sa pueden cla-
sificar en dos categorias:

Métodos figicon.

Métodos quimicos

Entre los métodos quimicos se incluyen los anticonceptivos de
tipo oral, é¢atos consisten generalmente de combinados de es-
trégeno-progestégeno. Entre los estrégenos sintéticos utili-
zados usualmente estin al etinileatradisol o su hounsdlogse 3 —

metoxi (mestranol).

Por otra parte, el control del proceso de manufactura, el cop
trol de calidad al producto terminado y las medidas de eatabf
lidad de los principios activos, requieren de métodos de. ani-
lisis exactos y sensitivos, con la finalidad de proporcionar
al paciente la dosis adecuada para lograr el efecto terapéu-—
tico deaeados.

La cantidad da estrégano formulado raquiara de métodos ana-~
liticos altamente selectivos y sensitivoes.

En el presente trabajo Se evalud egstadisticamente un m&iodo

colorimétrico para la cuantificacién de mestranol como pro-



ducto terminado, el cual tiene modificaciones con respecto

al método de la Farmacopea Nacional de los Estados Unidos
Mexicanos. .

Dicho método presenta una reaccioén selectiva, que permite la
cuantificacién de mestranol en la formulacidn estudiada, y
resulta ser exacto, preclso, lineal y reproducible; por lo
cuil permite su utilizacién en el laboratorio como método

para determinar la uniformidad de contenido en el producto

terminado.



I. FUNDAMENTACION DEL TEMA

A .VALIDACION

La industria farmacdéutica esta especialmente interesada en
la validacitn de mftodos analfticos debido al desarrollo de
técnicas analiticas méa especificas y automatizadas, y al

gran incremento de nuevos productoa, que requiaren métodos

de analisias apropiados que aseguren su calidad.

En al asaeguramiento de la calidad de un laboratorio, loa mé-
todos analiticos y procadimientos constituyen los procesos

que deben ser controlados para obtener reasultados confiablas.

1. DEFINICION

La vwalidacidn de un método analitico es el proceso por el
cual se determina 8i una metodologla particular proporciona
datos analiticos gque son evaluados con respecto a sus requeri
mientosz en condiciones espacificas. El proceso de validacidn
verifica que una metodologlia sea basada en principios cienti.

ficos o técnicos adecuados para propésitos précticos.

El proceso de proveer exactitud y confiabilidad de un mé&todo
¥.la demomstracidn de su aplicabilidad en condicionesm de ope-—

racién espectificas implica el concepto de validacidén.



Z. ANTEGEDENTES HISTORICOS

lLLa tranaferencia de tecnologia de un laboratorio a otro as

de gran utilidad: ein embargo. en la literatura existen ejem
plos de estudics desde 1946, asociados con programas de prue
ba, gue muestran variabilidad inter € intralaboratoriom, uti-

lizando analisiz estadiaticos de los datos.

Wernimont [1] tratd de datectar vy controlar las fuentes de
variacién en un mé&todo de prueba especifico. Su investiga-
ciédn demostrd el efecto de variables como son: tiempo, ana-

lista, equipo y reactivos an al resultado del ensayo.

Wernimont fue el primero en cubrir programas de engsayos in-
terlaboratorios, empleando dipefNog balanceados y analisis de

datos utilizando metodes estadisticos.

Posteriormente Youden [2] contribuyd gignificativamente a la
literatura del diselo y anAlisgis de experimentoa para la va-—

lidacien de engsayos.

Kavanagh (23] presentd un excelente trabajo, marco de referen
cia paré la industria farmacéutica, en The gGreepbrier Proce-

dure {4), que describe los objetivos de una validacidn creap

do programas de computacidédn sinples y suglere experimentos

para. evaluar el efecto del tamaMo de la muestra.




La importancia de la prueba de reproducibilidad es evidente
en un sinnumero de publicaciones que aparecieron en referen-
<ia al trabajo de Ydouden, describiendo el procedimiento
estadlistico especifico gque puade emplearse para evaluar la

reproducibilidad.
Utras referencias adicionales importantes sobre el uso de
analisis estadistico en la evaluacién de un método de ensayo

son:

Una publicacion por ia Chegmical Division of the amerjcan sSg-

¢iaety for Quality Conirol. titulada * Técnicas de pruebas ip
terlaporatorios * (51, el cuil es una recopilacién de publi-

caciones escritas por Wernimont, Youden ¥y Mandel, que inclu-
ve descripciones del disefio y evaluacidn de experimentos pa-

ra la validacidn de ensayos.

El segundo volumen publicado por la Djvision of Analvtical
Chemiztry of the american Chemical Society titulado " Valida
ciédn del proceso de medicidén " (61, incluye el papel de log

materiales y métodoz de referencia en el procaso de medicidn.

McGonigle y Kaminsky (7] sostienen que la validacién de un
ensayo comienza en el laboratorio de desarrcollo analitico y
para complementar el proceso es necemario llevar a cabo expa-

rimentos en donde seri utilizado.



3. OBJETIVOS DE LA VALIDACION
Existen dos importantes razones cientificas y econdmicas para

l1a validacién de métodos analiticos en la industria farmacéuyu

ica.

a.8igtema de Conrrol. Es una parte integral del sistema

de Contreol de Calidad. Como parte del sistema de Control de
Calidad la validacion de métodos analiticos es un punto clave
en el ciclo de Control Universal. Este ciclo estad constitutdo
por los siguientes pasoda:

1} Establecimiento de estandares.

2) Valoracién de ¢onformidad de los estandares.

3) Toma de acciones apropiadas cuando los estanda-
res no son conocidos.

4} Planeacion para mejorar resultados,

En el ciclo de Control de Calidad, que @3 un procesc evoluti-
vo., la necesidad de validar un método analitico implica la vg
rificacidén continua y completa del procedimiento durante el

‘tiempo en el que esti en Uso.

Por otra parte, la responsabilidad de la induatria de propor-
cionar productos con niveles de calidad consistentes dentro
de smpecificaciones, requieren de un prograsa de validacidn

de métodos analiticos.

b. Cumplimiento de Normas. A partir de 1971 en Estados



Unidos, en las Buenas Practicae de Manufactura ( cGMP'as ),

se menciona aunque no explicitamente el término validacion,
a@gtableciendo que los controles de laboratorio deben incluir
el establecimiento de procedimientos de ensayo cientificamen-

tae. los cuales deben tener exactitud y precisién.

En marzo de 1879 los c GMP's para productos farmacduticos em-
piezan s ser efectivos e implican la necesidad de la valida-
cién de los métodos de ensayo. Se menciona que en cada mé#todo
de analisis debe comprobarse su exactitud y confiabilidad me-
diante el use de ecatandares Yy qQue la dispeonibilidad de los m¢
todos de @2nsayo debe verificarse bajo las condiciones reales
de uso, asl como las variaciones recientes en la metodologla

deben estar sujetas al proceso de validacioén.

En México en el Diario Oficial de la Federacién {( DOF ) del
18 de fabrero de 1988, se menciona que los procedimiantos de

prueba deben estar validados.

4. LIEOS DE YALLDACION DE METOROS ANALITICOS

Q. Retrogpactiva. Cuando un proceso se lleva a cabo de
acuerdo a las Buenaa Practicasm de Manufactura se conoce an
un promedio de veces la cantidad de ingrediente activo que es
adicionado a cada lote. Considerando estos loteg como una ae-
rie de placebos gigantes enclavados en un valor conocido y
los resultados promedios del ensayo sometidos bajo control eg

tadistico se puede establecer la validacién del ensayo. Este



procedimniento &3 similar a preparar lotes de placeboama carga-

dos en =21 laboratorico, solo que en gran escala.

Si este procedimiento no es posible de seguir, debido a diver
sas fuentes de variacién en el proceso u otras razones, se

puede usar otro alternativo.

Cuando tna serie de muestras homogéneas, esatableam, de concen-
tracion conocida gon sosetidas rutinariamente en un laborato-
rio da Control de Calidad y lous resultados reportados en un
Brafico de control estin consistentemente dentro de especifi-
caciones, encerrandose en un valor promedio conocido al so-
meterse a control estadistico puedan ser utilizados para de-

mostrar que el método es valido,

b.Prospeckiva. Cuando no es posible el uso de datos hig
wsricos para validar un ensayo se puedén emplear otrasg rutas
para verificar un método de analisis en el laboratorio de Con

trol de Calidad.

La valiaacisn prospectiva consiste en evaluar estadisticamen-
vz 19S5 parametros del método en una serie de muestras bajo
conciciones aspeacificas de trabaljo.

En est: tipo de validacion se incluye la informacion antece-
dente de! méetodo, asl como los datos empleados para soportar

2l ensayo inicial, los detalles de las dificultadeas del méto-



de, informacidn de las técnicas disponibles pere no emplea-

das, el procedimiento de ensayo y los datom obtenidos duran-

te la evaluacidén. Cuando se realizan en el producto cambios

en la formulacién o durante el proceso, es necesario llevar

a cabo una validacién,

POT Otra parte, €l avance tecnoldgico constante y la apari-

cion de nuevos procedimientos de ensayo. lo cual a pesar da

mejorar la precisidn y exactitud del ensayo, requieren ser va

licados.

5. LIPQS DE ENSAYOS A YaALIDAR
Dado a ia variedad de ensavos gue existen para la diversidad

cde productos, los distintos meétodos de ensayo requieren de dj

ferentes esquemas de validacidén., Los metodos analiticos pue-

@en clasificarse en tres diferentes categorias:

a. Categeoria 1. Incluye m®teodos analiticos para la cuan-

tificacion de materia prima a granel o ingredientes activos

tincluyendo conservadores) en formas farmacéuticas como pro-

ducto tarminado.

. Categoria Il. Abarca m<todos de ensayo para . la deter
minacion de impurezas en productos a granel o compuastos de

dagradacién en producto terminado.



En esta categoria los métodos de analisis pueden ser:
1) Enmayos cuantitativos

2) Pruebas de limite

¢. Categoria IIll. Incluye métodos analiticos para la de-
terminacidn de caracteristicas de realizacidn como disclu-

cidén, liberacisén del farmaco.

En la tabla I se muestran datos elementales, los cuales nor-

malmente requieren cada una de las catagorias del ensavo.

€. PARAMETROS ANALITICOS

Las caracterfisticas de un metodo analitico son expresadas en

términc de parametros analitices.

a. Precisidn.
1) Definicién. La precisisn de un conjunto de re-
sultadog analf{ticos obtenidos de las muestras as el grado de
concordancla mutua entre los resultados individuales bajo

circunstancias normales de operacién,

La precisidn es expresada como la desviacidn estandar de la
prueba {5D) © bien, como la desviacién estandar relativa

(RED) .

2) Daterminacién. La praecisién del método y deld

sistema debe ser determinada por @l analisis de varias mues-

10



tras para el primer caso y la medida repetitiva de una sime

ple muestra para el segundo.

b. Exactitud
1) Definicidn. Es la concordancia entre un valor

determinado experimentalmente y un valor de referencia.

2) beterainpacién. La exactitud se puede determinar

de dos maneras:

a) Método de adicion de estandar de referen-
cia. La mezcla de una cantidad <conocida de eastindar gque ha
sido adicionada esa ensayada. La diferencia entre la muestra
obtgnida y la mumastra original es la medida de la cantidad de

estandar no recuperada por el ensayo.

b) Método de recobro de un placebo. El ingre-
diente activo puro es adicionado a una mezcla de excipientes

del producto v la mezcla resultante s ansayada.

‘En. ambos métodos el recobro es definido como la relacién de
estandar obtenido por el ensayo y la cantidad de estandar a-

dicionado.

‘El método debe ser exacto, debe revelar entre limites acepta-
bleés la cantidad de farmaco gue eAtaA prasents an la forma far

macéutica.



La exactitud puede ser determinada a través de un rango que
puede extenderse de un valor bajo esperado (80%) a un valor

de 120% como nivel alto en el ensayo.

La exactitud puede ser expresada como porciento de recobro

por un ensayo de cantidad conocida adiclonada del farwmaco.

c. Limite de deteccidn,
1) Definicion. Es la baja concentracidén de férmaco
en una muestra; la cuil puede ser datectada, peroc no necesa-
riamente cuantificada bajo las condicionem experimentales fi-

jadas.

El limite de deteccidén es usualmente expresado cozmo la con-
centracion de farmaco en la muestra (porcentaja, partes por

milldn) .

2) Determinacién. La determinacidén del limite de
dateccidn de un método analftico puede variar sobre un proce

dimiento instrumental o no-instrumental.

a) Procedimientos instrumentales. Para proca-
dimientos instrumentales diferentes tecnicas pueden ser em~
pleadas. La sefial o ruldo puede deternminarse por comparacién
da los resultados del analimis de las muestras con concentra-

cidén conocida de farmaco en las muestras blanco y establecer

12



el nivel minimo al cual el farmaco puede ser detectado confia

blemente.

b) Procedimientos no-~instrumentales. El limite
de deteccion es generalmente determinado por anilisis de muesg
tras de concentracién conocida de fArmaco y estableciendo el

nivel minimoe al cuil el principio activo puade ser datactado

confiablenente.

d. Limive ge guantificacidn
1) Definicién. Es un parimetro de cuantificacion

del ensayc para niveleas bajos de compuestos mismos como impu

rezas en farmacos a granel y productos de degradacidén en for-

mas farmaceuticas. Esto es, a bajas concentraciones el princi

pio activo en 13 muestra puede ser determinado con precisidn

¥ exactitud aceptablesa bajo condiciones experimentales esta-

blecidas.

E1l limite de cuantificacién es expresado como la concentra-—

cion del principio activo en la muestra (porcentaje en partes

por millén) .

2) Datarminacisn. Pueda variar dependiendo del pro-

cedimiento.

a) Instrumental. Es la medida de la magnitud

de la respuesta minima analitica al analizar una serie de

13



muestras blanco y calcular la desviacion estandar de esta

respuesta.

El limite es subsecuentemente validado por el analisis de un
numerc disponible de muestras conocidas por estar cerca o pre

paradas al limite de cuantificacidén,

b} No-inastrumental. Para métodos no-instrumen-
tales, el limite de cuantificacién es generalmente determina-~
do por el analisis de muestras de concentracién conocida del
farmaco y establaciendoc el nivel minimo al cual el faArmaco

puede ser detectado con aceptable precisidén y exactitud.

e. Espsgcificldad
1) Definicidn. La selectividad de un método analitj
co es la capacidad de medir exacta y especificamente el farmg
co en presencia de compuestos que pueden estar presentes en

la matriz de la muestra.

La galectividad puede ser e=xpresada como el grado de msesgo de
los resultacos de prueba obtenidos por analisis de muestras
conteniendo impurezas. productos de degradacion, compuestos
gulmicosm relacionados o excipientes cuando son comparados con
ios resultados de prueba para muegtras sin substancias adicigp

nadas.

La selectividad es una medida del grado de interferencia en

14



el analisis de una muastra de wezclas complejas.
Un método analitico para la cuantificacion de un farmaco en
una forma farmacéutica no debe presentar interferencia de los

excipientes en la potencia del producto.

Los ensayos de farmacos a granel no deben tener interferen-—
clas atribuibles a productos de degradacidén conocidos, impureg

zas del proceso o precursores sintéticos.

un meétodo indicativo de esatabilidad no debe mostrar interfe-

rencia por productos de degradacién conocidos.

2) Determinacidén. La especificidad de un ensayo pue
de ser mostrada experimentalmente al establecer que compues-
tos similares (moléculas con mismo grupo funcional y aproxima
damente nismo peso molecular) no interfieran con el procedi-

miento analftico para el compuesto en cueatidn.

La selectividad de un método analitico es determinada por cop
paracivn de l1los resultados del ensayo de uié mucetrsa que con-
tenga impurezas, productos de degradacién o excipleptes  con
los obtenidos del analisis de muestras sin impurezas u otros

compues tos .

£. Rango

1) Definicién. Es el intervale entre los nivales



altos y bajos del farmaco a los cuales se ha demostrado que

en. preciso, exacto y lineal.

El rango generalmante es axpresado en las mismas unidades de

resultado del analisgis.

8- hingalidad
1) Definicidén. Es la capacidad de evaluar resulta-
dos de prueba; ya sea directamente, o por una tranaformacién
matemiatica bien definida si son proporcionales a la concentrag

cion de fArmaco en muestras dentro de un rango dado.

La linealidad es la variacién en la cantidad de fArmaco recu-
perada por el ensayo como una funcidn de la cantidad de farma

<o adicionada.

Alguna desviacidn de la linealidad indica que el método no
trabaja apropiadamente, en esta caso debe modificarse o reva-

lidarse 21 método en cuestidn, o bien cambiarle por otro.

La linealidad es usualmente expresada en término de la variap
za alrededor cde la pendiente dé la regresidn lineal calculada
de acuerdo a la relacidén matematica establecida de los resul-
tados de prueba por analisis de muaestras con concen:raciénes

variadas del principico activo.

2) beterminacién. Para un métado de rutina, debe dj
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sefiarse de manera que permita una evaluacidn estadistica con
un nivel de confianza de 95%. La linealidad del método debe
demnostrarse sobre un rango de concentraciones en un espacio

de S50 a 1507 de la concentracidn esperada.

h.Reproducibjlidad
1) Definicidén. La reproducibilidad es definida como
la variacidn del ensayo entre diferentes laboratorios. Esta
diferencia es un factor importante para la industria farmacey

tica,

Un mé¢todo reproducible es uno que ha sido realizado bajo dife

rentes condicionas como: equipo. analigta, dia, etc.

La Organizacidn Internacional de Escandarizécion {1966) defi-
ne ia reproducibilidad comeo un acuerdo cerrado entre resulta-
aos indivicuales obtenidos con un mismo método y/o material
da pruaba., pero .bajo diferentes condiciones (diferente analig
"ta., aparato, laboratorio, yso difaerente tiempo), y defina la
repaetinilidad como =1 acuerdo cerrado entre algunos resulta-
dos obtenides con &l mismo método y/0 material de prueba vy ba
39 las mismas condiciones (migsmo opaerador, aparato, laborato-

ric ¥ tiempo).
7. DOCUMENTACION

vUn formato adecuado para reportar un método analitico debe ipn

17



eluir un resunen de los éxperimentoe realizados para la vali-
dacisn, con tablas que muestren los resultados y las pruebas
estadisticas con una copia del método evaluado. Datos origina
les evaluados como grificas o espectros deben incluirse para

‘‘ilustrar los puntos que ne estin reportando.

El siguiente formato puede ser adecuado para la documentacion

de la validacidn del método analitico:

a. Introduccioén

b. Resumen

c. Resultados y discusioén
d. Conclusioén

ae. Tablas

f. Graficaa, espectros, etc.
2. Métodos

h. Referencias bibliograficas

Si la descripcion del m&todo no es adecuada, la validez del

método no puede ser eatablecida,



Tabla 1. Datos elementales que requiere un eatudio de valida-
cion,

CATEGORIAS
Parimetro f I1 IIx
Analitico Cuyantitativo Prueba de limite
Precisicon Si Si No Si
Exactitud =38 sSi . =
Limite de
deteccisn No No 51 =
Limite de
cuantificacién No Si No *
Selectividad s1i sS4 5i- .
Rango si Si - .
Linealidad sSi Si No .
Reproducibili-
daa Si S ) Si Si

¢ Puade requerirse depandiendo de la naturaleza de la

prueba.
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1.

B.MONOGRAFIA

RESCRIPCION

a.

b.

[~

d.

=

Nemegpclaturs

1) Nombre quimico. 3-~metil Etinilcestradiol eter.

2) Nombre genérico. Mastranol

Eorpulag

1)} Empirica. CziHazsOz

2) Estructural.

QH

I-"l
& 1..C=CH

£850 melggular. 310,42 gsmol
Composjicion elemantal. C B81.25%, H 8.44%, © 10.31%.

Apariencia. Polvo cristalino blanco.
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2. PROPIEDADES FISICAS
a. Punto gg.ﬁgilga* 146°C -~ 154°C con un rango de 4fcC.

b. Solubllijidad. Insoluble en agua, soluble 1 en 44 de e-
tansl, 1 en 23 de eter, 1 en 4.5 de cloroformo, 1 en 12 de

dioxana, : an 23 de acatona, ligaramente soluble en metanol.

3. ABSORCION, METABOLISMO Y EXCRECION

El mestrancl 23 un estrdégeno sintético, el cuidl ea mig poten
te que el estradiol. Se absorbe por el tracto gastrointesti-

nal, es lentamente matabolizado y excretado en orina y heces.
«. METODOS DE ANALISIS

a. Méredes Volumetricos.
1)La Farmacopea Britanica {8] recomienda un mé&to-
do volumétrico en el cual al farmaco en tetrahidrofuranc. es .
tratado con nitrato de plata ¥y postariormente titulado con sSQ
lucien estandariiada de hidréxido de sodio. El punto final se

determina potenciométricamenta.

2) Una detarminacion argentométrica para. algunos
férmacog esteroidales acetilados. incluyendo al mestranol,ha
sido desarrollado por Roushdi et al [9]. El nétodo de ensayo

depende de la precipitacidén de la sal de plata del esterocide



de una solucidn alcohslica amoniacal de nitrato de plata se-
guido por extraccion cofi un solvente organico adecuado, evapg
racisn del solvente y finalmente aplicacidn del método de

Volhara.

b. Metodos de Especirofotometris Ultraviolsta

1) Gorog y Csizer ([10] describieron métodos para la

geterninacidon de mestranol como impureza en tabletas de nore-
tinodreal y noretisterona v en tabletas anticonceptivag de
mestrancl. Para el primer caso la muestra es disuelta en metp
nol vy tratada con borohidrurco. La solucién de mestranol es
tratada similarmente. Las extinciones de las dos soluciones
son medidas a 287, 290.S y 294 nm, y ol contenido de mestra-
nol =8 calculado por una ecuacidén dada. Para el segundo caso
el polvo de las tabletas es calentado bajo reflujo con diclo-
rometanyu, despues de filtracion y evaporacidén del solvente,

el mestranol <3 deterainado como el primer caso.

2} Shroff y Gradshky [11] descoribieron un me$todo de
espectroscopia ultravioleta para la estimacidn de mestranol
en tabletas frescas. En este método la muestra es agitada con
agua vy metilciclohexano, centrifugada y la extincidén de la fa
s& superior medida a 287.7 nm. La coéreccién de la linea base
fue aplicaZa. £l método no @5 aplicado para tabletas almacena
das por la in;erferencia que puede producir el complejo forma
do entre polivinilpirreolidona y estearate de magnesio emplea-

doz como excipientaa.
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c.uétodos go;orimétrggos
1) Huettenrauch [12] utilizé cloruro de o-toluidina
para la deteccidn s2lectiva de estercides con anillo A aromi-~
ties v grupcs Cis - OH fueron liberados, esterificados o la
ruptura cde eteres. El mestranol da reacciodn pesitiva con una

sensibilidad ce 1-3 pgrsml.,

2) Shroff y Huettermann [13] desarrollaron un aétg

CO Colorimetrico para 21 ensayo de mestranol en tabletas, El
metodo se basa en la formacion de un complejo con reactivo de
fenol acido sulfurico. Este complejo exhibe y absorbe a un mi
ximo de 550 nm, obadeca la ley de Beer y @3 estable por un
lapso razonable. De acuerdo al método las tabletas son humedg
cidas cen agua y agitadas con metilciclohexano.

Una alicuota de la fase organica es evaporada en una atmosfe-
ra de nitrégenc y tratada con reactivo de fenol acido sulfarg
co y la extincidn medida a 550 nm contra un blanco del reactj

vo. La presencia da excipisantes no causa interferencia.

3)Un metodo coloriméetrico directo para el ensayo
de mastranol en tabletas, es reportado por Comer et al. (14).
Este método consiste en disolver una tableta en aAcido sulfurji
co/smetancl (7:3) vy la extincion medida a 545 nm contra un
vlianco cel reactivo. Para evitar interferencia por clormading
na la temperatura debe mantenerse por abajo de 59 durante 1la

reaccion de color.
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%) Bever (15) desarrolld un método colorimétrico auy
tomatizado oara la cuantificacion de mestranocl en tabletas.
en el cual las tabletas son suspendidas en agua y extraidas
con cloroformo-etanol. En un sistema automidtico la re-extra-
ccivn ws efectuada con una soluciédn de etanol en acido sulfu-

rice al 10%. La extincion es medida a 538 nm.

5) Rizk gt al {16]) determind colorimédtricamente
mestranol por medio de iones de plata. Una sélucien etandlica
@5 tratada con amoniaco y un exceso de nitrato de plata acuo-
30, el compuesto de plata precipitado es8 filtrado. Los iones
de plata en exceso son determinados espectrofométricamente
con ditizona, y la cantidad de esteroide se calcula a partir

de los lonea de plata consumidos.

d. Mérodos por Espectrogcon{a Infrarroio.

1) Bayermann y'Roder {17} emplearon un métedo por
eépec:roscopia infrarrojo para analizar mestranol en tabletag
anticonceptivas, después de separar los componentes por croma
tografia en capa fina. L2 separacidn se lleva a cabo gobre gj

~lica gel con acetato de etilo como eluyente. La mancha se ex-
traé cun cliorvformo ¥y el espactro de infrarrojo en parafina
ltquida se registra y el mestranol deteraninado de su extin-

‘cién a /.95 um.

e. Métodos Bsgectrgfluorométricgs.
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1) Un procedimiento espectrofluorométrico para la
ageterminacién de mestranol en algunag tabletas anticoncepti-
vag orales 32 ha dasarrollado. se utiliza la fluorescencia na
tural del mestranol. El metodo presenta ventajas como sSOon ra-
pidez, confiabilidad v sensibilidad. No requiere separaciones
v e5 aplicable <n presencia de noretinodrel, etinodiol y noreg
Tisterona, aunque interfiere con acetato de clormadinona. Se
aplica a analisis de tabletas simples.

Da acuerde al procedimiento la tablaets es pulverizada, me agji
ta con etanol anhidro ¥y es centrifugada. Una alicuota del so-
orenadante se diluye con etanol y la fluorescencia a 327 nm
se compara con la de la solucidn estandar. El etanol anhidro
ge emplea como una solucion de referencia y se aplica una co-

rreccion para su fluorescancia.

2) Templeton gf al (18]} describieron un mé¢todo de
ansayo para mestranol en tabletas, en el cusl &sta es desinte
grada en una solucién de hidroéxido de sodio al 20% y agua, Be
extrae con cloroforme y una alfcuota del extracto me evapora
a sequedad. El residuoc me disuelve en una solucisn de metanol
al 50% en acido gulfurico concentrade y la fluorescencia eg

medida a 498 nm con excitacidn a 468 nm.

£. Métodos por Espectroscopia de Resopangia Magndtica Nu
clear (NMR).
1) Avdvich et al {19] emplearon una técnica NMR pa-

ra la cuantificaciédn de mestranol como farmaco a granel., EL é



cido difenilacético fue empleado como estandar interno y pirj
dina como el solvente. La cantidad de mestranol es calculada
al integrar los picos a 6.33 ppm (protones de metoxilos) y a

6.80 ppn (protones de etinilos dados por la piridina).

€. 14érodos Cromatoxrdficons.
1)Cromatograff{a an capa fina. Existen varios aéto-
doa por cromatografia en capa fina para la separacion y andlj
sis de mestranol en mezclas y tabletas anticonceptivas. Para
la cuantificaciéh la placa es primearo raspada y el maestranol

eluido antes del tratasianto con el reactivo disponible.

2) Cromatografia en columna. Existen varios méto-
dos para la cuantificacidénde mestranol por medio de cromato-
grafia en columna.

a) Brunner y Kunze [(27] publicaron un métods
analitico para mastranol en combinacién con noretinadrona o
noretinodrel por Cromatografia de particién y medicién en
UvV. De acuerdo a este procedimiento, tabletas anticonceptivas
orales son extraidas con dimetilformamida-formamida (3:1) y
los estercides separados por Cromatografia de partiecién con
el uso de este solvente como fagpa edtacionaria en celita y cg
mo fase movil heptanco. El mestranol, en fraccisn relevante,
es determinado midiendo la extincidn a 287 nm con una linea
bage corregida de la axtincidn a 302 y 315 na. Se encuentra
interferencia con diacetato de atinidiol y acetato de clorga—~

dinona.
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3) Cromatografia de liquidos. Hara y Hayashi [21)
estudiaron la correlacién de la cenducta de retencidén de pro-
ductos farmacéuticos esteroidales, en Cronatogr$£1a de liqui-
dos con fase polar & fase-reversa. Para la sistematizacidén de
la correlacidn entre las estructuras Quimicas de los solutos
¥ la conducta de retencidén en Cromatografia de liquidos, =l
volumen de retencidn de los esteroides modificados en sflica
y quimicamente en columnaa fase-ravarsa. fueron actudiadas u-

tilizando varios sistemas binarios de solventes.

4) Cromatografia de gages.

a) Una comparacidn de ensayoa por Espaectrosco-
pia UV y Cromatografia de gases fue realizada {11) para mes-
tranol en tabletas. Ambos métodos proporcionan buenos rasulty
dos y son disponibles para tabletas frescas. En el mé&todo por
Cromatografia de gases, la columna utilizada es de acaro ino-
xidable manteniendo la tesmperatura a 195%C. Nitrdgeno es em-
pPleado como gas acarreador a 70-75 ml/hr. El método es prefe-
rido para el ensayo de tabletas almacenadas, ya que durante
este periodo gse forma el complejo entre polivinilpirrolidona
-y 21 estearatoc de magnesio, el cuail produce interferencia con

métodos UV y fue identificado por Cromatcgrafia de gases,



II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El gran incremento de nuevos productos farmacéuticos, re-
quieren de m¢todos de anflisis que aseguren su calidad y efeg
tividad y el desarrollio de nuevas técnicas analiticas debe

proporcionar metodologlfas que aporten resultados confiables.

Las determinaciones analiticas de productos como anticonceptj
vos de tipo oral, han sido de gran interés para la Industria
Farmacéutica, va gque se raquiere que sean axactas, de alta
sensibilidad y selectividad debido a que las dosis terapéuti-
cas estan en un rango de microgramos.

El presente trabajo pretende evaluar estadigticamente el méto
do analitico émpleado para la cuantificacidén de mestranel co-
mo producto terminado con e) fin de proporcionar al paciente

un procucto de calidad consistente a la dosis terapéutica.
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I1I. OBJETIVOS

Validar un método colorimétrico para la cuantificacién de

mestranocl en tabletas como producto terminado.

Determinar la precisidén ¥y 1a linealidad del sigtema.

Determinar la exactitud, precisioen, linealidad, reproduci-

bilidad y especificidad del método analitico.

Evaluar estadisticamente los resultados obtenidos.
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IV.HIPQTESIS DE TRABAJQ

El método analitico cumple los requisites para lo cuil fue dj
geflado como son exactitud, precisién, linealidad, reproducibj
lidad y especificidad, dado a la selectividad de la reaccisn

colorimétrica desarrollada.

La reaccién colorimétrica en la gque se basa @l aétodo anali-
tico es selectiva para aestrégenos que forman grupos croméfo-

roa que permiten su cuantificacisn.



1.MATERIAL
Matraz
Matraz
Matraz
Matraz
Matraz
Matraz
Pipeaeta
Pipeta
Pipeta
Pipeta
Pipeta
Pipeta
Pipeta

Pipeta

V.

volumétrico
volumétrico
volumétrico
volusétrico
volumétrico
Erlenmeyer

volumétrica
volumetrica
volumétrica
volubétrica
volumétrica
volumétrica
volumétrica

graduada

Probeta graduada

Pipetas pasteur

Termnémetro

Barras

vasos de precipitados

2. EQUIPO

magnéticas

Espectrofotsémetro

200
100
50
25
20
50
20

10

50

-10

100

ml Marca
nl Marca
ml Marca
ml Marca
al Marca
ol Marca
ml Marca
ml Harca
nl Marca
al Marca
ml Marca
ml Marca
ml Marca
ml Marca
ml Marca
- 150.C
ml Marca
Baechmann

Pyrex
Pyrex
Pyrax
Pyrex
Pyrax
Kimax
Pyrex
Pyrex
Pyrex
Pyrax
Pyrex
Pyrex
Pyrex
Pyréx

Pyrex

Kimax
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‘Baffo maria

‘Parrilla de agitacidén

3. BEACTIVOS

Cloroformo R.A Baker
Acido sulfurico R.A Merck
Matanol absolutoc R.A Baker
Sulfato de sodio anhidro R.A Baker
Hidroxido de sodio R.A Baker
Mestranol egtandar Aldrich
Mestranol materia prima Syntax
Placebo

Placebos cargades

4. METODO
a.principjo. La téecnica se basa en la reaccidn colorimé-

trica del mestranol con el acido sulfdrico en matancol.

Se sugiere que la reaccién cromogénica, envuelve los grupos
de la posicidn 17 de etinilestradiol y sus eteres. La explicg
cion de la aparente selectividad de las reacciones de estrége
nos con acido sulfdrico-metanol espera la caracterizacidn de
eatos cromdforos (22].

b.Preparacidn del reacrive de coloy. Transferir 30 =al de
‘metanol absoluto a un matraz volumétrico de 100 ml, previamep
e cﬁlocado an un baffo de hiele con agitacidn congtante. Adi-

cionar cuidadosamente icido sulfdrico concentrado hasta apro-
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ximadamente 95 ml.

Pernitir que la solucién alcance la temperatura ambiente, a-

forar con acido sulfurico.

E} reactive permanece estable al menos durante 7 dias [22]).

c.Preparscidn de la solucidn esténdar de referencia. Co-
locar 80 mg de mestranol estandar de referencia, exactazente
pesados en un ®matraz voluamétrico de 100 nl, disolver y llevar

al volumen con cloroformo.

Transferir 5 ml de la solucisn anterior a un matraz volumétrj

co de S0 ml y llevar al volumen con c¢loroformo.
Tomar nuevanente 5 ml de esta glti{ma dilucisn y colocarlos en
un matraz volumétrico de 50 ml, aforar con cloreformo.

[ Concentracidén final 8 ucgrsml }

d.S0lucidn proplema (Unjfeormidad de gontgnidel. Pasar o-—

xactamente una tableta y colocarla €n un matraz velumeétrico

de 50 ml.

Adiclionar 2 ml de agua destilada y 0.2 ml de hidréxido de so-
dio al 20% (P/V). Agitar mecanicamente durante S minutos has-

ta que la tableta se desintegre.



Adicionar 25 ml de cloroformo y agitar mecanicamente durante

€0 minutos.

Agregar suficlente cloroformo, hasta pasar la fase acuosa al
cuello del matraz. Deascartar la fase acuosa con una pipeta

paateur.

Secar la fase organica en sulfato de sodio anhidro, previamep,

te saturado de cloroformo.

Transferir la fase clorofdérmica a un matraz de 100 =l y lle-
var al volumen con cloroformo.

[ Concentracidn final 0.8 ucg/ml )

e. Progedimjento. Transferir 20 ml de la solucidn proble

ma a un matraz erlenmeyer de S0 ml.

Colocar 2 ml de la solucién estandar a un matraz erlenmeyer
de 50 ml.
Evaporar a sequedad con ayuda de un bafo de agua a 80°¢C (evi-

tar tener pérdidas durante la ewvaporacién).

Adicionar a cada matraz 0.3 ml da metanol abecluto, para di-

solver el residuc completamente.

‘Con rotacison constante de los matraces, adicionar 10 nl del

reactivo de color a cada matraz, mantener la temperatura a



35

25° C como maximo en un bako de agua.

Determinar la absorbancia de cada una de las muestras a los ©6
minutos de la adicién del reactivo de color, a una longitud

de onda de 545 nm.

Ajustar el aparato previamente utilizando cosmo blanco &l reag

tivo de color.
B.gEvaluacidn del sistema
1.PRECISION
De una solucién estandar de referencia correspondiente al
100%, tomar 10 alicuoctas de 2 m]l cada una.
Analizar cada una de las muestras segun el procedimiento.
2. LINEALIDAD
Construir una curva de calibracion (absorbancia versus concep
tracién) con una misma solucidn patrén empleando S diluciones

(nivel 80, 90, 100, 110. 120%) de la concentracidn central.

Analizar cada dilucisan por triplicado.



¢. Evaluacion del mdtodo anaiftice

1. ERECISION Y EXACTITUD
Analizar 10 placebos cargados con el 100% de la doais terapéy

tica bajo las mismas condiciones, de acuerdo a como gea descri

be para la solucidén problema.

2. LINEALIDAD

Analizar 5 placebos cargados de cada uno de los nivelegs 80,
100 y 120% de la concentracién central, de acuerdo al procedf

miento para uniformidad de contenido.

3. BEPRODUCIRILIDAD

Determinar el efecto analista-difa. Analizar tres placebos cap
gados al 100% por analista y por dia, de acuerdo al procedi-

miento descrito.

4. ESPECIFICIDAD
a. Placebo. Pesar 100 ag de placebo equivalente al peso

de una tatleta y colocarlo en un matraz volumétrico de 50 ml,

y tratarlo de la misma manera que la solucidn problenma.

b. Placebo cargado. Analizar el. equivalente al peso de

una tableta de acuerdo al tratamiento para la solucidén pro-

blema.
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<. Esthndar de referencia. Preparar una solucién estin-

dar da acuerdo al procedimiento.

d. Blaneg. Colocar en un matraz erlenmeyer de 50 ml 0.3

ml de metanol absoluto y 10 ml de la solucidn reactivo.

e. Esgggggngggén. Efectuar un barrido de absorcidn en la
regién de luz visible para cada una de las mueastras praepara-—
das bajo las mismam condiciones, previamente calibrado el a-

quipo.



VI. RESULTAQOS
A. Precigidén del sizcema

La tabla I muestra loms resultados obtenidos al evaluar la reg
puesta del cquipe <on varias muastras de una misna solucidén

patrén.

La respuesta del equipo fuae avaluada medianta el coaficiante
de variacisén (farmula de cilculo anexo 1) @)l cuil fue de
0.B8054% siendo el maximo permitido 1.5%, con lo cu&il se consji

dera que el sistema er preciao.

B. Lineallded del sistema

Al evaluar la linealidad del sistema se emplearon S niveles
de concentracién (80, 90, 100, 110, 120X), los cuales dieron

por resultado los datos reportados en la tabla II.

Con los datos reportados se @valud el coeficiente de coryrela-
cion (férmula de calculo anexo 1), mediante el cual se obser-
va el grado de asociacidn entre las dos variables (cant. adi-~
cionada y respuesta del equipo). El coeficiente de correla-
cién encontrado fue de 0.9316, el cusl indica una asociacioén
directa entra las dos variablaes antas mencionadas, como se

muestra en la grafica 1.
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Tabla I. Respuesta obtenida al evaluar la precisisn del sistg

ma.

Muestra Respuesta del equipo

Abmsorbancia

r

0.325

0.325

0.327

G.323

o> wN

0.330

0.320

[

0.325
0.325

0.323

0N

10 . 0.325




Tabla II. Datos obtenideoa al evaluar la linealidad del asiste-

ma.

Cant. adicionada Respuesta
ueg/ml Absorbancia
1.310 0.254
1.310 0.256
1.310 0.256
1.474 0.299
1.474 0.295
1.474 0.303
1.638 0.317
1.638 a0.317
1.638 0.318
1.834 0.360
1.834 Q.363
1.834 ) 0. 2366
1.965 0.393
1.965 Q.390

1.965 0.405
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Grafi i. Evaluacion de la linealidad del sistema.
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¢.precisgidn gel método anaiftico

Al evaluar la precisién del método analftico se relaciona la
cantidad adicionada con la cantidad recuperada después del en

Bayo, tai como se muestra en la tabla III.

Para la evaluacién estadistica se plantea la siguiente hipéte
sis:
Ho: o ¢ 3%

Hi: o 3 3%

Utilizando como egstadigrafo de contraste Xi cuadrada (féraula
de calculo anexo IX), con un nivel de significancia de 0.05 y
con 19 gradoa de libertad, se obtiene gua:

Xi ecale. = 2.840

Xi tab. = 30.144

Dado que Xi cale. @8 menor que Xi wab., ge considera que el
método analitico es preciso con un rango de variacidn da

0.921 a 1.589 de la desviacién estandar promedio.

L. Exagtitud del método analitico

La exactitud del método analitico se evalus utilizando los

wismos datos reportados en la tabla IIE.
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Para evaluar eastadisticamente la exactitud se planted la gi-
guiente hipdtesia:
Ho : i = 100%

Hi : p f 100%

Empleando como estadigrafo de contraste la prueba de v t ” de

-gtudent (férmula de calculo anexo III), un nivel de signifi-

cancia de 0.05 y con 19 grados de libertad se obtuvo queas:
teale. = 7.722 x 10-3

ttab. = 1.,7291

Como tecale. €8 menor que tiab. se considera el né¢todo exacto

con limite de confianza del 99.55 al 100.499,



Tabla IIX.

sidén y exactitud del método analitico.

Resultadoa dal % de recobro al evaluar la preci-

Cant.

adicionada Cant. recuperada % de recobro

HoE HCE

82.80 83.99 :01.438
82.96 82.74 2. 740
81,36 80.74 99.243
81.44 81 .24 99.76S
82.40 83.24 101.023
8z.80 84 .23 101.739
80.80 B80.99 100.247
80.40 80 .49 100.121
B1.92 81.74 99.789
82.80 83.98 101.43a4
B82.80 81.50 $0.423
82.80 1.25 98.133
82.96 84.39 101 .734
82.80 82.74 $9.934
81.20 79.76 98 . 231
81.84 80.75 98.677
80.64 80.26 99. 529
B80.40 79.75 99.203
81.84 82.08 100.295




E. Linealidad de) método analitico

Log datos reportados en la tabla IV fueron obtenidos para 1a
evaluacidn de la linealidad del método analitico, para lo
cuidl ge emplearon 3 niveles de concentracidn cada uno por

quintuplicado.

1. OBRDENADA AL QRIGEN
El método analitico muestra una ordenada al origen de 0.1819

(férmula de cialculo anexo IV).

A]. realizar gsu calculo inferencial se planted la siguiente hj
pétesis:
Ho : Ao = O
Hi t A £ o
Utilizando la prueba de "t" de astudent con un nivel de signi-
ficancia de 0.05 y 14 grados de libertad se obtiene qua:
teate. = 0.0888

tiab, = 2.1604

Como tcatec. @S MENOr que ttb. Ha considera que el método tig

ne una ordenada al origen igual a cero.

2. PENDIENTE
La pendiente del método obtenida fue de 0.9981, la cuil se e-

valud a partir del planteamiento de 1a siguiente hipdtesis:



Ho : B = 1

Hi : B4 1 :
La prueba de ;t“ de student con un nivel da significancia de
0.05 y 14 grados de libertad proporciond como resultado:
teals. = 0.0752 K

. ttab. = 2.1604

Como se puede obaeryar tcale @8 menor que tieb. por lo cuikl
se considera que al método pomea una pendiente igual a uno,

como sa observa &n la grafica 2.



Tabla 1IV. Datos obtenidos al evaluar la linealidad del método

'anali. tico.
Nivel Cant. adicionada Cant. recuperada
ueg Hog

64.064% 63.634

64.192 64 .257

80 64.064 63.885

64.000 63.697

64.064 64.386

80.080 80.169

80.0‘00 80.500

100 80.000 80.500

80.200 80.799

80.080 80.419

96 .288 96.012

96.000 : 96 .547

120 96.000 96.048

95.096 96.203

96.144 96.904
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F. Regproducibilidad del metede analitigo

L.a evalucidn de la reproducibilidad del método analitico sa
realizé con dos analistas en dos dias diferentes, proporcio-

nando como resultado loa datos que se muestran en la tabla V.

Tabla V. Remultado del % de recobro por dos analisgtas en dos

dias diferentes.

Dia 1 Dia 2
100.687 100.40S
Analista 1 101.102 101.038
100.270 100.753
9% .200 100.307
Analipta 2 100.299 99.723
99.763 100.744

El analisis de varianza (férmulas de célculo anexoc V) permite
establecer s8i existe © no efecto en los resultados del anali~

sisg., debido a lag variables analista y dtia.

En la tabla VIse muestra el resultado del analisis de variap
zZa obtenida a partir de los datos proporcionados anteriormen-

ta,
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Tabla VI Tabla de ANADEVA

Fte. de Grados de Suma de cug Media Feale. Ftab.
error libertad drados cuadrética
w—time 1 149 148 s.es 1614
dia 1 0.23 . 0.23 1.83 161 .4
anatistarsdia 1 0.15 .15 c.72 5.3
-:r—r:r onp. o a8 1.67 0.20 - -

Empleando el eatadigrafo de contraste F para eavaluar ai exig-
te o no efecto por analista, se obtuvo:
Feale = 9.93
Flab. = 161.4
Por lo tanto, Fcale. es menor que Fitab. , lo cudl indica que

no existe efecto por analista.

Para evaluar si existe efecto o noc por la variable dia.se ob-
tuvo:

Feale. = 1,53

Fiab., = 161.4

Dado que Fralc. es menor que Ftab, no existe efacto por esta

S0



varijable.

Finalmente al evaluar la interaccidn de dos variables (analig
ta-dia) se obtuvo:

Feale. = 0.71

Freb. = 5.32
Por lo tanto, no existe efecto en losg resultados por la inte-

raccisén analista-dia.

G. Especificidag

El método analitico muestra especificidad frente a excipien-
tes bajo las mismas ccndiciones de operacidén para cada una de
las muestras, tal como se muestra e€n el grafico del espectro

de absorcidén ( Anexo VI ).



VII. DISCUSION DE RESULTAROS

Al realizar el estudio de validacidn del método analitico pa-
ra la cuantificacidén de mestranol, ase avaluaron los parame-
tros elementales para un analisis de rutina, como son: la e-
xactitud, preciaidén, linealidad, reproducibilidad y especifi-

dad.

Al evaluar el sistema cComo Be umuestra en log resultadoa (ta-
bla I y II, grafica 1), se encontrd que el Aistesia es preciso
as{ como tambien exigste una relacién lineal entre la cantidad
adicionada del estindar y la respuesta del eguipo (absorban-

cia) ya que tiene un coeficiente de correlacién de 0.99.

El método presenta exactitud y precisisén, por lo que puede
ser empleado para uniformidad de contenido durante el an&li-

sis de rutina del laboratorio.

La linealidad presentada por el método, muestra una relacién
lineal entre la cantidad adicionada y la cantidad recuperada
en el ensayo, lo cudl indica la proporcionalidad existente

en el rango de concentracién analizado {(tabla IV).

El método es reproducible y no presenta efecto en los reaulta
dos debido al analista o al dia en el gque se realiza la prue-

ba, ni por la interaccién dia-analista, lo cuél indica que el

52



método puede ser empleado en cualquier dia y por cualquier a-

nalista sin encontrar efecto en log resultados del anslisis.
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VIIL.CONGLUSIONES

La reaccisn colorimetrica desarrollada es selactiva para

el mestranol que forma grupos cromoeforos,

El método analfitico propuesto es especifico para ila formu-
lacién de las tabletas, ¥Ya que no muestra interferencia

por loa excipientes de la sisma.

El sistema, relacidn. de la respuesta del equipo y 1la con-

centracién de la muestra, es preciso y lireal.

El método analitico propuesto eg preciso, 'exacto, lineal y

reproducible, bajo las condiciones de trabajo establecidas.

El método es vialido para realizar la prueba de uniformidad

de contenido durante analisis de rutina.



1.

IX. SUGERENCIAS

Desarrollar una té¢cnica anali{tica alternativa para la cuap
tificacién de mestranol, que proporcione datos confiables
sea econdmica y disminuya tiempo'de analisis, como geria

una técnica por HPLC.

Realizar un estudio de eapecificidad para la amisma foramu-
1acion frente a productos de degradaciéon para utilizar el
método en estudios de estabilidad y para la deteccidn de
impurezas de la materia prima que pudiesen ocasjonar intep

ferencia durante el ensayo.



Ahexs T

Coeficiente de variacioen (CV)
cv = 8/% x 100
donde:
8 = desviacidn estandar de la mueatra
x = media de la mueatra
Criterio de aceptacidén
CV no mayor a 1.S%

Cozficiente de correlacion (r)

rz2 = Ixy - 1/n {(Ex tyz)///[txz - i/n (EFx)z]{&y2 - 1/n (Zy)z}

donde:
x = media muestral de las concentraciones
y = media muestral de las respuestas

8x = desviacisn estandar de las concentraciones
sy = desviaclén estandar de las respuestas

n = numero de muestras

Critario de aceptacién

rz = Q,98



r = 0.99
Anaxo II
Fdédrmula de calculo para precisién
Xiz cale. = (n -~ 1)g2 /oz

Criterio de aceptacidn

iz calc. debe ser menor que XKiz tablas,

Intervalo de confianza

yin - 1)82 /7 Xiz oz ¢ e (J {n - 1)8t 7 Xz /7
Anexo IXIT

Férmula de cAlculo para exactitud
teale, =§n—y/s/ n

Criterio de aceptacién
teale. debe ser menor que tCiablaa,

Intervalo de confianza

¥ X tt-arx x 3/ T
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Qnexo Ll
Calculo de 1la ordenada al origen
A=2y€x2—&£xy/n2ﬂt—(&)z
Calculo de la pendiente
Bsnﬁnv—iny/ninz— ( £x )z

Calculo del error tipico de estimaciéon modificado

Svex 2y Tym - a Ty - b T /n-2
Evaluacisn de la ordenada al origen
Hipdétesis planteada
Ho : A = O

He:aqdo

Estadigrafo de contraste : t de student

Foérmula de calcule

teale. = A-Ao/ Sury JExiz / n (xi - » )2

Criterio de aceptacién

towle. debe ser menor que timoles,
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Evaluacion de la pendiente

Hipdtesis plantsada

Estadigrafo de contraste: t de gtudent

Formula de calculo

Teale. = (B - Bo) sx [n ~ 1 /sy/xs

Criterio de aceptacidsn

tiablaa debe ser mayor a tceala.
ANBXo V.

Tabla de ANADEVA
.Suma de cuadrados
Analista

Zywz/be - EYz2/abc =

Eyp2/ac -~ EY¥2/abe

Analista -dia iy
TETyijkz - Lyijz/ SCM;IH 0£ M glogu‘gfg[



Media cuadratica

Analista
M C analista = S5 C anatiasta / (a - 1)
Dia

M C da=n S Cdia / (b - 1)

Analista - dia

M C arnal. -~ dia = S C aonat.~ dia / (a - 1) (b

Error

M C orror = 5 C orror / ab {(c - 1)

F c¢ale, para factores aleatorios

Analista
Fecalc.= M C anal, / M C anal. - dia
Dia

Feate.= M C dic / M C anol,~ dia

Analigta ~ dia
Fecale. = M C anal, =~ dia / M C error
Criterio de aceptacidén

Fanalista (calg. 3 ¢ Ftablas (0. 935

Fdia ¢cale.) ¢ F tablas (o. o=

Fanal. - dia (calc.s ¢ F.tables .05

1)

6Q



ABSORBANCIA

LONG. OE ONDA

Blanco
Placebeo
Placebo cargado

Estandar

CONDICIONES DE BARRIDO

Span . 1A
Vel. da la carta 2 cﬁ/aeg
Aba . . 0.5

vel. longitud da onda 2mm/seg
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