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OPINION DEL TUTOR
El trabajo monogréafico presentado por los bachilleres Yeltsin Ramén Ruiz Blandén y
Moisés David Paizano Hernandez, cuyo tema es: “VALIDACION DEL METODO
ESPECTROFOTOMETRICO ULTRAVIOLETA VISIBLE PARA LA
CUANTIFICACION Y DISOLUCION DE TINIDAZOL TABLETA DE 500 MG, EN EL
LABORATORIO NACIONAL DE CONTROL DE CALIDAD DE MEDICAMENTOS”,

presenta los siguientes aportes en el campo cientifico técnico:

= Es untema cuya implementacion se esta iniciando en la industria farmacéutica, en
el contexto del Reglamento Técnico Centroamericano (RTCA 11.03.39:06).

» Su ejecucion se ha llevado a cabo insertdndose dentro del flujo real de procesos del
laboratorio nacional de control de calidad de medicamentos, lo cual permitio la
evaluacion de la variabilidad del sistema en tiempo real.

» Fue utilizado un espectrofotometro ultravioleta visible Agilent 8453 series con un
detector de arreglo de diodo lo cual permitié garantizar la cuantificacion del analito.

= Se utilizaron herramientas estadisticas para el procesamiento de los datos,
siguiendo el flujograma de la marcha analitica.

» Los resultados responden a la hipétesis planteada inicialmente, obteniéndose un
meétodo debidamente validado que se esté utilizando actualmente para la realizacion
de control de calidad de los medicamentos en el laboratorio nacional de control de
medicamentos del Ministerio de Salud.

Atentamente,

PhD. Carla Martinez Algaba

Doctora en Farmacia

Tutora
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RESUMEN

Palabras clave: Tinidazol, Espectrofotometria UV-Visible, Validacion, Disolucion.

Tinidazol, nombre quimico 1-[2-(Etilsulfonil)etil]-2-metil-5-nitro-1H-imidazol,
indicado en amebiasis, giardiasis y Tricomoniasis intestinales, genitourinarias del
hombre y la mujer, asi como en la profilaxis de infecciones post operatorias en cirugia
gastrointestinal, ginecologicas y de colon. Es uno de los antiparasitarios demandados

por el Ministerio de Salud de Nicaragua.

El trabajo que a continuacion se muestra se realiz6 en el Laboratorio Nacional de
Control de Calidad de Medicamentos del Ministerio de Salud (LNCCM), con el
propdsito de validar el método Analitico por Espectrofotometria UV-Visible, para la
cuantificacion de tinidazol, en la forma farmacéutica tableta 500 mg, segun

metodologia interna del laboratorio.

Se utilizd6 un espectrofotometro UV-Visible Agilent, modelo 8453 series, con
detector de arreglo de diodo a una longitud de onda analitica de 276 nm, trabajando
en un rango de concentracion de 32 ug/mL a 48 ug/mL, usando como disolvente HCI
0.1 N.

Se evaluaron parametros de desempefio analiticos que incluyen Linealidad,
Precision, Exactitud, Robustez y Disolucion con el objetivo de cumplir los requisitos del
Reglamento  Técnico Centroamericano (RTCA  11.03.39:06); Productos
Farmacéuticos. Validacion de métodos analiticos para la evaluacion de la calidad de

los medicamentos.

La curva de calibracion demostré ser lineal 2 = 0.9994, obteniéndose un
porcentaje de recuperacion de 100.27%. En los estudios de repetibilidad y precision
intermedia los coeficientes de variacion fueron menores al 2%. El método resulto ser
lineal, preciso y exacto por lo tanto puede usarse como método de rutina para el control

de calidad de productos farmaceéuticos.
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1.1 INTRODUCCION

En Nicaragua es muy bien conocido el problema de las infecciones parasitarias;
a medida que la mayoria de la poblacién las padece, el uso de los antiparasitarios es
esencial para el tratamiento de dichas infecciones, siendo el Tinidazol uno de los

farmacos utilizados en este tipo de afecciones.

La industria farmacéutica nacional en la actualidad fabrica el tinidazol en tableta,
por razones econdmicas no todos cuentan con el equipo necesario que algunos
métodos modernos exigen para el analisis del producto terminado. Es por ello que los
laboratorios nacionales tienen que disponer de métodos de analisis alternativos, que

sean rapidos, seguros, confiables y econémicos.

El Reglamento Técnico Centroamericano RTCA 11.03.39:06 “Validacion de
Métodos Analiticos para la Evaluacion de la Calidad de los Medicamentos”, indica las
directrices que deben aplicarse a todos los métodos analiticos no oficiales y oficiales

utilizados para el control de calidad de medicamentos.

La Farmacopea de los Estados Unidos de América (USP 36), no contemplan
ninguna monografia de producto terminado de tinidazol, por lo que este trabajo
pretende validar el método espectrofotométrico UV-visible para la cuantificaciéon de
Tinidazol tabletas 500 mg, mediante la evaluacion de los parametros de desempefio,
exactitud, precision, linealidad e intervalo, con la Unica finalidad de garantizar la calidad

y la seguridad del medicamento.
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1.2 OBJETIVOS
1.2.1 OBJETIVO GENERAL

o Validar el método espectrofotométrico para la cuantificacion y disolucion de
tinidazol tableta de 500 mg realizado en el Laboratorio Nacional de Control de Calidad
de Medicamentos (LNCCM) Abril-Noviembre 2015.

1.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Comprobar la idoneidad del método analitico, para la cuantificacion de tinidazol

tabletas de 500 mg, por espectrofotometria UV-visible.

o Evidenciar los parametros del desempefio para la validacion del sistema:
linealidad, precision, exactitud, limite de deteccién, limite de cuantificacidn, robustez,

para la cuantificacién de tinidazol tableta 500 mg por espectrofotometria UV-visible.

o Aplicar el ensayo de disolucién para la cuantificacion de tinidazol tabletas 500

mg, por espectrofotometria UV-visible.
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1.3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La validacién de los métodos de cuantificacion, es una de las exigencias de las
Buenas Practicas de Manufactura y las Buenas Practicas de Laboratorio, que deben
cumplirse en la Industria Farmacéutica, para garantizar que la evaluacion de la calidad

de los productos se realiza dentro de un sistema de calidad confiable.

El Ministerio de Salud de Nicaragua, como garante de la calidad de los
medicamentos en uso de sus facultades orienta que todos los laboratorios deben tener
validado sus métodos analiticos, tomando como referencia las monografias oficiales
de la farmacopea de los Estados Unidos de América (USP) y el Reglamento Técnico
Centroamericano RTCA 11.03.39:06, en la cuales se orienta la validacion de los
nuevos métodos de andlisis, para verificar la calidad de los medicamentos para uso

humano.

Los métodos presentados para algunas moléculas (cromatografia liquida de alta
presidbn y cromatografia de gases) resultan costosos, especialmente para los
laboratorios nacionales y gubernamentales que se dedican a la fabricacion de estos

productos y que no cuentan con estos equipos.

Con el presente trabajo se pretende validar este método analitico no oficial, para
la cuantificacion y disolucion de tinidazol, requisito necesario orientado por el ente
regulador para cumplir con los controles de registro sanitario del producto terminado.

Por tal razén surge la pregunta:

¢Es el método de espectrofotometria UV-visible idonea para la cuantificacion y
disolucion de tinidazol tableta de 500 mg?
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1.4 JUSTIFICACION

La industria farmacéutica nacional, en vias de ampliar sus fronteras comerciales,
ha estado en constantes cambios tomando como eje el cumplimiento de las normativas
de calidad internacionales como son el Reglamento Técnico Centroamericano y
farmacopea de los Estados Unidos de América, donde la validacion de los métodos
analiticos de los productos farmacéuticos es fundamental para garantizar la calidad de
los productos, estas usualmente resultan ser costosas por los recursos tecnoldgicos
modernos a utilizar, por lo que comunmente es preciso adaptar métodos de analisis
alternativos que garanticen la calidad de los medicamentos y el cumplimientos de

todas y cada una de las normas establecidas.

La importancia de la realizacion de este trabajo de investigacion se debe al aporte
gue suministra el método empleado, al reunir condiciones idéneas para la obtencién
de resultados precisos, exactos, confiables, con menos tiempo y costo en su
aplicacion, proporcionando vias alternativas ante metodologias analiticas que
usualmente son costosas para el laboratorio. De la misma manera ser util para el
fortalecimiento del conocimiento farmacéutico relacionado con la validacion de

métodos analiticos

La molécula de tinidazol fue seleccionada por el interés del Laboratorio Nacional
de Control de Calidad de Medicamentos del Ministerio de Salud, por lo que es utilizada
frecuentemente en enfermedades parasitarias, asi mismo al no contemplarse la
metodologia analitica en la farmacopea de los Estados Unidos de América (USP 36),
y no estar validado este método utilizado por el ente regulador, se procede a validar el
método a través de espectrofotometria UV-Visible, para convertirse en un método

oficial para la industria nacional.
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1.5 ANTECEDENTES

Al realizar investigaciones documentales sobre estudios relacionados a
validaciones de métodos espectrofotométricos para tinidazol, internacionalmente
encontramos trabajos reportados en diferentes revistas sobre validaciones de métodos
espectrofotométricos en diversos preparados farmacéuticos y en algunos de ellos en

tinidazol.

En Nicaragua no se encontro estudio alguno que demuestre el uso de la técnica
de Espectrofotometria UV-visible, para la cuantificacion de tinidazol y la evaluacion de

los parametros de desempefio analiticos.

1.5.1 INTERNACIONALES

2012 “Application of UV spectrophotometric methods for simultaneus estimation
of norfloxacin and tinidazole in bulk and tablet dosage forms”. Pant Mayank, Dadare
Khemchand and Khatri, N.C. Der Pharma Chemica, 2012, 4 (3):1041-1046.

2011 “Method for Determination of Tinidazole using Direct UV Visible
Spectrophotometric and Differencial Spectrophotometric in pure and Tablet Dosage
Forms. Singh L. and Nanda S. East and Central African Journal of Pharmaceutical
Sciences 2011, Vol. 14: 75-80.

2011 “A Validated UV-Spectrophotometric Method for the Estimation of Tinidazole
in Bulk and Famaceutical Dosage Form. Umadevi Kothapalli, et al. International Journal
of Pharmaceutical & Biological Archives 2011; 2(4):1152-1156.

2008 “Determinacédo de Tinidazol por Cromatografia em Camada Delgada e
Espectrofotometria”. Lissandra Glusczak, Denia Mendes de Sousa Valladao, Ricardo

Lépez Tortorela. Sociedade Brasileira de Quimica (SBQ).
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1999 “Validacion de Método Espectrofotométrico para Cuantificacion de
Metronidazol, Mebendazol, Albendazol y Tinidazol (Tabletas y Suspension)’,

Valenzuela Mejia, Ana C.

1.5.2 NACIONALES

2012 “Validacion de metodologia analitica para la cuantificacion de Levofloxacino
500 mg capleta recubierta por espectrofotometria ultravioleta visible durante el periodo
de Septiembre 2012 en UNAN-Ledn”. Brs. Vazquez Hernandez W. A. y Villegas
Marcias T.

2012 “Validacién de Famotidina de 40 mg por espectrofotometria ultravioleta
visible UNAN-Leodn”. Br. Sevilla Bonilla A. J.

2008 “Validacion de un método espectrofotométrico UV-visible para la
determinacién de Ciprofloxacina en formulaciones sélidas producidas por laboratorios
Bengochea de Managua; UNAN-Managua”. Brs. Garcia Talenos G. M y Gutiérrez
Obando B. A.

2003 “Validacion de un método analitico por espectrofotometria ultravioleta
visible para el ensayo de disolucion de tabletas de Metocarbamol (Turel-AX),
Elaborado por laboratorios PANZYMA, UNAN-LEON”. Brs. Rugama Narvaez E. R. y
Silva C. A.
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2.1 GENERALIDADES DE VALIDACION
2.1.1 DEFINICION DE VALIDACION

La validacion de un procedimiento analitico, es el proceso que establece,
mediante estudios en laboratorios, que las caracteristicas de desempefio del
procedimiento cumplan los requisitos para las aplicaciones analiticas previstas. El
objetivo de la validacion de un procedimiento analitico es demostrar que es apto para
el proposito indicado. (USP 36 <1225>, 2013)

Mediante la validacion del método se establece si los parametros de calidad
satisfacen los requisitos de una aplicacion analitica concreta. Para ello, se requiere

experimentacion y comparacion con valores de referencia bien conocidos.

2.1.2 RAZONES QUE JUSTIFICAN LA VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

e Demostrar que los métodos son adecuados a los analisis propuestos en las
condiciones descritas.

e Trabajar con métodos que ofrezcan confianza y seguridad en los resultados, lo cual
a su vez minimiza el numero de fallos y repeticiones permitiendo un importante
ahorro de costos.

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

fin de asegurar la calidad y eficacia del producto. (Aguirre, 2001)

2.1.3 CARACTERISTICAS ANALITICAS PARA VALIDACION DE METODOS

Para que un método de analisis pueda ser validado, es necesaria la
determinacion y evaluacion de una serie de parametros que definen la calidad del
método que describen la Farmacopea USP 36 NF-31, a continuacion se mencionan:
(USP 36 <1225>, 2013)
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e Especificidad

e Linealidad del sistema

e Precision expresada en sus 2 formas: repetitividad y precision intermedia.
e Exactitud

e Limite de deteccion

e Limite de cuantificacion

e Robustez

2.1.3.1 Especificidad
Capacidad de un método analitico para medir o identificar simultdnea o
separadamente los analitos de interés, de forma inequivoca, en presencia de otras

sustancias quimicas que puedan estar presentes en la muestra. (Aguirre, 2001)

2.1.3.1.1 Ambito de aplicacién, especificidad
En el analisis farmacéutico la tendencia mayoritaria es la utilizaciéon de métodos
lo mas selectivos posibles, en los que la presencia de otros compuestos tienen escasa

influencia en los resultados.

Para efectuar estudios de selectividad se precisa la maxima informacion de
impurezas y productos de degradacion potencialmente presentes en la muestra, asi
como posibles interferencias debido a excipientes u otros componentes. (Aguirre,
2001)

2.1.3.2 Linealidad e intervalo
Capacidad para obtener resultados de prueba que sean proporcionales ya sea
directamente o por medio de una transformacion matematica bien definida, a la

concentracion de analito en muestras en un intervalo dado. (COMIECO, 2006)

Intervalo: es la amplitud entre la concentracion inferior y superior del analito

(incluyendo esos niveles), en la cual se puede determinar el analito con un nivel
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adecuado de precision, exactitud y linealidad utilizando el método segun se describe.
(COMIECO, 2006)

2.1.3.2.1 Ambito de aplicacidn, linealidad
Segun la guia ICH Q2A se recomienda estudiar la linealidad en todos los
meétodos de tipo cuantitativo.
Valoracion del contenido de principio activo.
Velocidad de disolucion.

Cuantificacion de impurezas.

2.1.3.2.2 Anélisis de varianza en UV-Visible

El andlisis de la varianza de la regresion (ANOVA) es un método que se emplea
para comparar resultados obtenidos por distintos métodos, laboratorios, analistas etc.,
cuando el numero de medias obtenidas es superior a dos. También permite separar

las contribuciones de uno mas factores a la varianza global de sistema. (Aguirre, 2001)

2.1.3.3 Precision

Expresa el grado de concordancia entre una serie de mediciones individuales
obtenidas de multiples muestreos de una misma muestra homogénea original o bien a
partir de varias muestras obtenidas por dilucion de la muestra bajo condiciones

establecidas.

Existen tres formas diferentes de evaluar la precision: repetibilidad, precision
intermedia y reproducibilidad. (COMIECO, 2006)

2.1.3.3.1 Repetibilidad

Estudia la variabilidad del método efectuando una serie de analisis sobre la
misma muestra en las mismas condiciones operativas (por un mismo analista, con los
Mismos aparatos y reactivos, etc.). En un mismo laboratorio y en un periodo de tiempo
corto. (Aguirre, 2001)
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2.1.3.3.1.1 Determinacion de repetibilidad

La Conferencia Internacional sobre Armonizacion de los Requisitos Técnicos
para el Registro de Productos Farmaceéuticos para Uso Humano (ICH), recomienda
llevar a cabo un total de nueve determinaciones, que cubran el intervalo especificado
para el procedimiento, se trabaja con el punto medio de la calibracion, con sus nueve

determinaciones repetidas de esta concentracion. (ICH, 2002)

2.1.3.3.1.2 Criterios de aceptacion de repetibilidad

Existen diferentes criterios de aceptacion, sin embargo se puede generalizar que
en el caso de la repetibilidad y la precisiéon intermedia; la desviacién estandar relativa
para evaluar la precision del sistema o del método debe ser menor o igual al 3 %, la
reproducibilidad, puede ser 2 6 3 veces la repetibilidad. (Aduanera, 2004)

2.1.3.3.2 Precision intermedia
Estudia la variabilidad del método efectuando una serie de andlisis sobre la
misma muestra homogénea, pero en condiciones operativas diferentes (diferentes

analistas, dias y aparatos, etc.) en un mismo laboratorio. (Aguirre, 2001)

2.1.3.3.2.1 Determinacion de precision intermedia
Se determina preparando una muestra a la concentracion considerada como el
100% 6 a la concentracion de andlisis rutinario, haciendo analisis por triplicado. El

ensayo se realiza por dos analistas, en dias diferentes. (USP 36 <1225>, 2013)

2.1.3.3.2.2 Criterios de aceptacion de precision intermedia
La estimacion de la precision intermedia se realiza con el calculo del Coeficiente

de Variacién global. (Aduanera, 2004)

2.1.3.4 Exactitud
Es la proximidad entre los resultados de la prueba obtenidos mediante ese

método y el valor verdadero. (COMIECO, 2006)
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2.1.3.4.1 Determinacion de exactitud

Existen diferentes maneras de determinar la exactitud, los siguientes son los mas

frecuentes y pueden ser utilizados en todos los tipos de analisis:

Prueba de un Estandar de Referencia.

Mezcla con excipientes (placebo con una cantidad agregada conocida).
Agregado de estandar (muestra con cantidad agregada conocida).

Se deduce a partir de los datos de especificidad y linealidad.

Comparacion con un método reconocido como exacto. (ICH, 2002)

2.1.3.4.2 Procedimiento de la determinacién de exactitud

Se recomienda que la exactitud se evalué un minimo de nueve determinaciones,

sobre un minimo de tres niveles de concentraciones y tres determinaciones repetidas

de cada concentracion, que podrian ser la concentracion central y las concentraciones

de los extremos del rango. En funcién del tipo de método a validar y de cada caso

concreto se debera tener en cuenta el rango de concentraciones de trabajo:

Riquezas de un principio activo de materia prima o en producto acabado (80-
120%).

Ensayo de disolucion: si se trata de un producto de liberacion inmediata seria de
que Q - 20 % a Q + 20 %, si se trata de un producto de liberacion controlada sobre
cada limite de disolucion en cada periodo de tiempo se aplicaria (£ 20%). (Aguirre,
2001)

La exactitud se expresa como porcentaje de recuperacion en la valoracion de una

cantidad conocida de analito afadido sobre la muestra o como la diferencia entre la

media obtenida y el valor aceptado como verdadero junto a los intervalos de confianza.
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2.1.3.4.3 Comparacion de los resultados obtenidos de un estandar o material de
referencia certificado
Verificacion
El material de referencia puede ser obtenido en el mercado por algun suplidor o

puede ser preparado internamente en el laboratorio.

Se analiza por replicado el material, por el método a validar y se compara el
resultado obtenido con el valor verdadero declarado, este método se encuentra
limitado por la disponibilidad y la estabilidad del material de referencia, asi como por
el grado de incertidumbre que se tenga del valor verdadero de la concentracién del
material de referencia. (OMS, 2006)

2.1.3.4.4 Criterio de aceptacion de exactitud
En la exactitud el criterio de aceptacion es 90% - 110% de recuperacion o 2% de
error relativo. (USP 36 <1225>, 2013)

2.1.3.5 Limite de deteccién (LOD)

Es la cantidad minima de analito en una muestra que puede detectarse por una
Gnica medicion, aunque no necesariamente cuantificarse, en las condiciones
experimentales indicadas, expresadas habitualmente en forma de concentracion de

analito (porcentajes, partes por billén) en la muestra. (USP 36 <1225>, 2013)

Se determina mediante el andlisis de muestras con concentraciones conocidas
de analito, estableciendo el nivel minimo que puede detectarse confiablemente. El

limite de deteccidn se calcula mediante la férmula:

LOD = % (Ecuacion 1)

Dénde:

o = es la desviacion estandar de la respuesta de la muestra.

m = es la pendiente de la curva de calibracion para la linealidad.
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2.1.3.6 Limite de cuantificacion (LOQ)

Minima cantidad del analito en una muestra que puede ser cuantitativamente
determinada con precision y exactitud aceptable. Es un parametro del analisis
cuantitativo para niveles bajos de compuestos en matrices de muestra y se usa
particularmente para la determinacion de, impurezas y productos de degradacion.

(COMIECO, 2006)

LOQ = 1:31—0 (Ecuacion 2)

Doénde:
o = Es la desviacion estandar de la respuesta de la muestra.

m = Es la pendiente de la curva de calibracion para la linealidad.

2.1.3.7. Robustez

La guia ICH, Q2A define la robustez de un método analitico como la media de su
capacidad para permanecer inalterado, ante pequefias pero deliberadas variaciones
en ciertos pardmetros proporcionando idea de su fiabilidad o estabilidad durante su
empleo en rutina. Es por la tanto la capacidad que demuestra el procedimiento de
analisis para proporcionar datos validos en presencia de pequefios cambios respecto
de las condiciones descritas en el método susceptible de producirse durante su

utilizacién. (Aguirre, 2001)

2.1.3.7.1. Ambito de aplicacion, robustez

La guia ICH recomienda incluir la robustez en un método, en una fase apropiada
del desarrollo de este, no se comprueba con anterioridad a iniciar la validacién, puede
suceder que se intente validar un método poco robusto, con los consiguientes malos

resultados y pérdida de tiempo y dinero. (Aguirre, 2001)
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2.2 DISOLUCION
2.2.1 FUNDAMENTO

La disolucion se emplea para determinar el comportamiento de la disolucién de
los principios activos contenidos en una forma farmacéutica solida de uso oral,
estableciendo un criterio de evaluacion de las propiedades fisicas y biofarmacéuticas
del producto. Los métodos descritos se aplican en las monografias que establecen un
limite de principio activo disuelto bajo el titulo Disolucion. La disolucion de tabletas es
una prueba que se utiliza para la determinacion del principio activo, que se encuentra

en la solucién, después de cierto tiempo de agitacion. (USP 36 <711>, 2013)

El procedimiento de disolucion requiere de un aparato, un medio de disolucién y
condiciones de prueba que provean un método discriminatorio lo suficientemente
resistente y reproducible para las operaciones diarias y capaz de ser transferido entre
laboratorios.

Los criterios de aceptacion deben ser representativos de varios lotes con la
misma composicion nominal y el mismo proceso de fabricacion, que usualmente
incluyen los lotes de mayor relevancia usados en estudios claves, y deben también ser

representativos del desemperio en estudios de estabilidad. (USP 36 <711>, 2013)

2.2.2 ASPECTOS TEORICOS DE LA PRUEBA DE DISOLUCION
2.2.2.1 Aplicacion de la prueba de disolucion

La disolucion es una prueba fisico quimica que determina la cantidad de farmaco
gue se disuelve por unidad de tiempo bajo condiciones estandarizadas de la interfase
liquida/sdlida, la temperatura y la composicion del solvente. (USP 36 <711>, 2013)

2.2.2.2 Aparato 2 (Aparato con Paleta)

Emplear el Aparato 2 usando como elemento de agitacién una paleta compuesta
por un aspa y un eje. Colocar el eje propulsor de forma tal que su eje central guarde
una distancia maxima de 2 mm con respecto a cualquier punto del eje vertical del vaso

y rote suavemente sin fluctuaciones que pudieran afectar los resultados. La linea
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central vertical del aspa esté alineada con el eje propulsor de forma tal que el extremo
inferior del aspa esta nivelado con el extremo inferior del eje propulsor. La paleta

cumple con las especificaciones que se indican en la siguiente figura:

Figura 2.2.2.2.1 Esquema del aparato 2 de Disolucién

|
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Fuente: (USP 36 <711>, 2013)

La distancia entre el fondo interno del vaso y el aspa se mantiene en 25 £ 2 mm
durante la prueba. El aspa metélica o de otro material inerte adecuado y el eje forman
una unidad. En algunos casos, se puede usar un dispositivo desmontable de dos
partes, siempre y cuando las partes permanezcan firmemente ajustadas durante la

prueba.

El eje y el aspa de la paleta pueden estar recubiertos con un material inerte
adecuado. Dejar que la unidad de dosificacion se hunda hasta el fondo del vaso antes
de empezar a rotar el aspa. A las unidades de dosificacion se les puede agregar una
pieza pequefa, suelta, de algin material no reactivo, como por ejemplo un par de

vueltas de alambre, para evitar que floten. (USP 36 <711>, 2013)
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2.3 CLASES DE ENSAYOS ANALITICOS

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) clasifica, en cuatro clases principales
con sus respectivas especificaciones para la validacion de métodos analiticos, que se
nombran en: (OMS, 2006)

Clase A: Para establecer identidad.
Clase B: Para detectar y cuantificar impurezas.
Clase C: Para determinar cuantitativamente la concentracion.

Clase D: Para evaluar las caracteristicas, disolucion, uniformidad de contenido.

2.3.1. DATOS REQUERIDOS PARA LA VALIDACION

Los requisitos de las pruebas farmacopéicos varian dependiendo de la naturaleza
de la prueba especifica, considerando esta amplia variedad es logico que diferentes
procedimientos requieran diferentes esquemas de validacion, que a continuacion se
detallan: (USP 36 <1225>, 2013)

Categoria I: procedimientos analiticos para la cuantificacion de los componentes
principales de farmacos a granel o ingredientes activos (incluyendo conservantes) en

productos farmacéuticos terminados.

Categoria II: para la determinacion de impurezas en farmacos a granel o

producto de degradacién en productos farmacéuticos.

Categoria lll: para la determinacion de las caracteristicas de desempefio (ej.
disolucion, liberacién de farmacos).
Categoria IV: pruebas de identificacion.
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Tabla N° 2.3.1 Parametros requeridos para la validacion

Categoria ll
Caracteristicas de Categoria| | Pruebade Prueba de Categoria | Categoria
Desempefio Analitico Limite Limite I vV
Cuantitativa | Cualitativa
Exactitud Si Si * * No
Precision Si Si No Si No
Especificidad Si Si Si * Si
Limite de deteccién No No Si * No
Limite de cuantificacién No Si No * No
Linealidad Si Si No * No
Intervalo Si Si * * No

Fuente: (USP 36 <1225>, 2013) Pueden requerirse, dependiendo de la naturaleza de la

prueba especifica.

2.4 FUNDAMENTO DE LA ESPECTROFOTOMETRIA (UV-VISIBLE)
2.4.1 DEFINICION DE ESPECTROFOTOMETRIA (UV-VISIBLE)
La espectrofotometria ultravioleta visible es una técnica analitica que permite

determinar la concentracion de un compuesto en solucién. Se basa la medicién de una
interaccién entre una radiacion electromagnética y las moléculas o atomos de una
sustancia quimica. Las técnicas que se emplean frecuentemente en el andlisis
farmacéutico incluyen la espectroscopia de absorcion atémica, en el espectro UV, en
el visible y en el IR. (USP 36 <851>, 2013)

Para hacer este tipo de medidas se emplea un espectrofotdmetro, en el que se
puede seleccionar la longitud de onda de la luz que pasa por una solucién y medir la

cantidad de luz absorbida por la misma.
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2.4.2 ESPECTROFOTOMETRO

La palabra espectrofotometro se deriva de la palabra latina spectrum, que
significa imagen, y de la palabra griega phos o photos, que significa luz. Utiliza las
propiedades y su interaccion con otras sustancias, para determinar la naturaleza de
las mismas. En general, la luz de la lampara de caracteristicas especiales es guiada a
través de un dispositivo que selecciona y separa la luz de una determinada longitud de
onda y la hace pasar por una muestra. La intensidad de la luz que sale de la muestra
es captada y comparada con la intensidad de la luz que incidié en la muestra y a partir
de esto se calcula la transmitancia de la muestra, que depende de factores como la

concentracion de la sustancia. (Lopez I, 1999)

2.4.3 COMPONENTES DEL ESPECTROFOTOMETRO
2.4.3.1 Fuente de luz

Dependiendo del tipo de espectrofotometria la fuente luminosa, puede ser una
lampara con filamentos de tungsteno para luz visible, o una lampara de arco de

deuterio para luz ultravioleta. (L6pez |, 1999)

2.4.3.2 Rendija de entrada
Tiene como funcion reducir al maximo la luz difusa y evitar que la luz dispersa

entre en el sistema de seleccion de longitud de ondas.

2.4.3.3 Monocromadores

Esta compuesto por un conjunto de elementos. En general, dispone de una rendija
o ranura de entrada que limita la radiacion luminica producida por la fuente y la confina
en un area determinada, un conjunto de espejos para pasar la luz a través del sistema
Optico, un elemento para separar las longitudes de ondas de la radiacién luminica.

Pueden ser: Prismas o Redes de difraccion (Lopez I, 1999)
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e Prismas: son fragmentos con forma de cufia de un material que permite el paso
de la luz, como por ejemplo: vidrio para trabajar en el espectro visible o cuarzo

para trabajar en el ultravioleta lejano.

e Redes de difraccion: son un gran numero de lineas paralelas situadas a
distancias iguales entre si y son hendiduras sobre un vidrio o una superficie

metalica. Cada una de estas hendiduras se comporta como un pequefio prisma.

2.4.3.4 Rendija de salida
Tiene como funcion impedir que la luz difusa atraviese la cubeta de la muestra,

gue provocaria desviaciones a la Ley de Beer.

2.4.3.5 Cubeta
Esta fabricado con un material que permite el paso de la radiacién en la region del
espectro de interés. Suelen ser de vidrio, plastico o cuarzo. El espesor de la cubeta

mas habitual es de 1 cm. (Hernandez, 2002)

2.4.3.6 Detector

El diseiio depende de los rangos de longitud de onda, de la sensibilidad y de la
velocidad de repuesta requerida. Recibe la energia luminica proveniente de la muestra
y la convierte en una sefial eléctrica proporcional a la energia recibida y puede ser de

dos tipos:

o Fotocélulas o células fotovoltaica

Es una lamina de Cobre sobre la que se extiende una capa de Selenio o de Oxido de
Cobre. La luz incide sobre el Selenio y éste desprende electrones, que pasan a la placa
de Cobre originando una diferencia de potencial por existir carga negativa sobre el
Cobre y positiva sobre el Selenio. El conjunto se conecta a un amperimetro que sefiala

el paso de corriente.
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o Fototubos multiplicadores

Un fototubo multiplicador es un tubo que contiene un catodo que emite electrones de
forma proporcional a la energia que incide sobre €l. Tiene un dnodo que recoge los
electrones y la corriente se multiplica varias veces al chocar los electrones sobre
sucesivos anodos que van teniendo un voltaje superior al precedente. La sefial se

amplifica en cientos o miles de veces. (Hernandez, 2002)

2.4.3.7 Medidor

La sefal que sale del detector recibe diversas transformaciones. Se amplifica y
se transforma para que su intensidad resulte proporcional al porcentaje de
Transmitancia/Absorbancias. Existen sistemas de lectura de tipo analogo (muestra la
magnitud leida sobre una escala de lectura) o digital.

Los indicadores de tipo analogo reciben tradicional el nombre de metros. Su
exactitud depende, entre otros factores, de la longitud de la escala y del nUmero de
divisiones que tenga (mientras mas divisiones, mas exacto). Los indicadores digitales,
usualmente presentan los resultados en una pantalla, en forma de caracteres
alfanuméricos luminosos. Esto o hace menos propensos a que se cometan errores de
lectura. (Hernandez, 2002)

Figura 2.4.3.8 Esquema de la espectrofotometria UV-Visible
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Fuente: (Lopez I, 1999)
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2.5 GENERALIDADES FARMACOLOGICAS DE LA MOLECULA TINIDAZOL

El tinidazol es un antimicrobiano, derivado imidazolico (similar al metronidazol)
con actividad bactericida frente a anaerobios y antiprotozooarios. Es activo frente a
Entamoeba hystolitica, Trichomona vaginalis, Giardia lambia y las bacterias gram-

negativas son las mas sensibles.

2.5.1 PROPIEDADES FiSICO QUIMICAS DEL TINIDAZOL (Moffat, 2005)
Nombre propio: Tinidazol

Nombre quimico: 1-[2-(Etilsulfonil)etil]-2—metil-5—nitro—1H-imidazol

Formula estructural:

Formula molecular: CsH13N304S
Peso molecular: 247.3 g/mol
Descripcién: Polvo cristalino, blanco o amarrillo claro.

Solubilidad: Practicamente insoluble en agua, soluble en acetona y en cloruro de

metileno, ligeramente soluble en metanol.
Pka: 3.1
pH: 5

Punto de fusién: 125°-128
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2.5.2 MECANISMO DE ACCION

Actua al ser reducido su grupo nitro por los extractos de células de tricomonas,
el radical libre nitro generado como resultado de esta reduccion puede ser responsable
de la actividad antiprotozoaria. El tinidazol quimicamente reducido es capaz de liberar
nitritos que alteran el ADN bacteriano, si bien también ocasionan la ruptura del ADN

en las especies de Giardia y Entamoeba. (Chéry, 2010)

Figura 2.5.2.1 Mecanismo de accion de tinidazol
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Fuente: (Chéry, 2010)

2.5.3 FARMACOCINETICA

La biodisponibilidad del Tinidazol es del 100%, a las 2 horas alcanza la
concentracion plasmatica maxima. En forma amplia se distribuye por tejidos y liquidos
corporales. Se difunde facilmente incluso a través de la barrera hematoencefélica y
placentaria. Se liga en un 16% a las proteinas plasmaticas. Se metaboliza
parcialmente en el higado y se elimina parcialmente por la orina en buena proporcion
en forma activa, también se elimina a través de la leche materna; la vida media es de

aproximadamente 13 horas. (Chéry, 2010)
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2.5.4 INDICACIONES TERAPEUTICAS

Tinidazol esta indicado en:

+ El absceso hepatico amebiano; infestaciones duales de Candida albicans y
tricomonas.

* Amebiasis intestinal, vaginitis inespecifica, gingivitis ulcerosa, Tricomoniasis
genitourinarias de la mujer y el hombre, giardiasis intestinal

» Infecciones por anaerobios (infecciones ginecoldgicas, o6seas, infecciones
respiratorias: neumonia, sinusitis, septicemia bacteriana, infecciones de la piel y tejidos
blandos).

» Profilaxis de infecciones postoperatorias por bacterias anaerobias en cirugia

gastrointestinal, ginecoldgica y del colon. (Chéry, 2010)

2.5.5 REACCIONES SECUNDARIAS Y ADVERSAS

El tinidazol produce reacciones indeseables leves y transitorias. Entre las mas
frecuentemente reportadas tenemos: alteraciones digestivas, nauseas, vOmito,
alteracién del gusto, anorexia, sequedad de la boca, diarrea, dispepsias, dolor

abdominal, estrefiimiento.

Ocasionalmente se han reportado alteraciones dermatoldgicas: urticaria, prurito,
y otros como fiebre, cefalea, parestesias y mareos. Raramente alteraciones
sanguineas: leucopenia, trombocitopenia y confusién, depresion e insomnio.
(Gonzalez, 1995)

2.5.6 INTERACCIONES MEDICAMENTOSAS Y DE OTRO GENERO
Se puede producir una reaccion tipo desulfuran cuando se ingiere alcohol durante
el tratamiento con Tinidazol y hasta 72 horas después de haber ingerido Tinidazol y

otras drogas de estructura similar.

Terapia anticoagulante oral, tipo warfarina, puede potenciar los efectos de los

farmacos anticoagulantes. (Gonzalez, 1995)
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3.1 HIPOTESIS

El método propuesto por espectrofotometria UV-visible para la cuantificacion y
disolucién de tinidazol tabletas de 500 mg, proporciona resultados que cumplen con
los parametros de desempefio analitico de exactitud, precision, limite de deteccion,
limite de cuantificacion, linealidad e intervalo requeridos para la validacién de un
método analitico, segun RTCA 11.03.39:06.
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4.1 DESCRIPCION DEL AMBITO DE ESTUDIO

El estudio se realizé en el Laboratorio Nacional Control de Calidad de
Medicamentos del Ministerio de Salud de Nicaragua (MINSA), Gasolinera UNO
Xolotlan 2 Cuadras y media abajo, antigua calle 15 de Septiembre.

4.2 TIPO DE ESTUDIO

Descriptivo, univariado y corte transversal. Es descriptivo porque se realizd un
analisis estadistico, es univariado porque describe y estima parametros en la poblacion
de estudio a partir de una muestra. Es transversal ya que implican la recoleccion de

datos en un solo corte en el tiempo.

4.2.1 TIPO DE DISENO
Experimental debido a que se desea comprobar la idoneidad del método

espectrofotométrico UV-visible para la cuantificacion de tinidazol tableta 500 mg.

4.3 POBLACION Y MUESTRA
4.3.1 POBLACION DE ESTUDIO

La poblacién de estudio proporcionada por el Laboratorio Nacional de Control
de Calidad de Medicamentos (LNCCM) fue de 480 tabletas de tinidazol 500 mg.

4.3.2 MUESTRA
Se tomo6 una muestra usando un muestreo aleatorio simple, de acuerdo a los
criterios de inclusién seleccionando 120 tabletas de 500 mg correspondiendo al 25%

de la poblacion de estudio

4.3.2.1 Criterio de inclusion

Para el estudio solamente se tomaron, tabletas de tinidazol de 500 mg

4.3.2.2 Criterio de exclusion
Se tomaron como criterios de exclusion las tabletas de tinidazol de 1g,
suspension de 335mg /5mLy 1g/ 5mL.
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4.4 VARIABLES Y OPERACIONALIZACION DE VARIABLES
4.4.1 VARIABLE INDEPENDIENTE

Concentracion (variable no sujeta a errores indeterminados).

4.4.2 VARIABLES DEPENDIENTES

Absorbancias (sujeta a errores indeterminados). Linealidad, precisidbn en condiciones de repetibilidad y precision

intermedia, exactitud, limite de deteccion, limite de cuantificacion, para tinidazol mediante los métodos validados por UV-

visible.

Tabla N° 4.4.3 Operacionalizacion de variables

de un analito en la

muestra.

Test del intercepto tint

VARIABLE CONCEPTO INDICADOR ESCALA DE MEDICION TIPO DE
VARIABLE

Es su capacidad (dentro | Coeficiente de variacion (CV) CV de la pendiente < 2 %
de un rango dado) para e Coeficiente de correlacion (r) rz 0,9950
obtener resultados de o Coeficiente de determinacion (r2) r2>0,9980
analisis que SON |e  Test de regresion treg™ ttab

Linealidad | directamente o Test de linealidad de la pendiente tpend> ttab Categorica
proporcionales a la tpend
concentracion (cantidad) |, tint< ttab
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VARIABLE CONCEPTO INDICADOR ESCALA DE MEDICION TIPOBE
VARIABLE
Expresa la precision o El coeficiente de variacion (CV) de
bajo las mismas | los resultados, tanto para los datos
condiciones de | correspondientes a la repetibilidad
Brecision operacion através de un | como para la precision intermedia | CV < 2% para ambos Categérica
corto  intervalo  de | no debe ser mayor de 2%. analistas
tiempo. También
significa una precision
entre ensayos.
Es la proximidad entre |e Test de Cochran Gexp < Gtab
los resultados de las je Ensayo de hipotesis de t de Student: texp < ttab
Exactitud | prueba obtenidos fe Recuperacion de muestra  por Categorica
mediante ese metodo Yy | concentracién en el procedimiento % Recuperacion
el valor verdadero analitico. 90.0% a 110.0%
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de la energia
dispersante se puede
monitorear por el
cambio en la
distribucién del tamafio

de las particulas.

mayor de 2%.

VARIABLE CONCEPTO INDICADOR ESCALA DE MEDICION TIPOBE
VARIABLE
Segun USP 36 La
robustez se puede
analizar durante la
seleccién y optimizacion
de los medios y fuerzas ¢ Cambio de lampara el
de dispersion. El cambio coeficiente de variacion (CV) _
Robustez de los resultados no debe ser CV=2% Categdrica

Aclaracion, tanto el RTCA 11:03.39.06 y USP 36 no exigen la realizacion de la robustez, pero se realizé6 cambiando

la l[ampara para demostrar que no existen cambio en las absorbancias.
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45 MATERIAL Y METODO
4.5.1 MATERIALES PARA RECOLECTAR LA INFORMACION

Consulta de USP 36 NF-31 Farmacopea de Estados Unidos Americano,
Reglamento Técnico Centroamericano RTCA 11:03.39.06 Productos Farmacéuticos:
Validacion de Métodos Analiticos para la Evaluacion de la calidad de los Medicamento,
ICH 2002, Validacion de Métodos Analiticos, Asociacion Esparfiola de Farmacéuticos
de la Industria (AEFI 2001) Validacion de Métodos Analiticos, FDA (2010) Guia para
la industria: Pruebas de Disolucion de Formas de Dosificacion oral Solidas de
liberacion Inmediata, Unidon Aduanera 2004: Guia de Validacion de Métodos Analiticos,
Hach Company 1999: Spectrophotometer, Instrument Manual, Farmacologia: Manual

de Farmacologia Basica y Clinica; y sitios web de internet

4.5.2 MATERIALES PARA PROCESAR LA INFORMACION
El andlisis se realiz6 haciendo uso de hojas de célculo en Excel 2010 disefiadas
especificamente para tal fin, presentando la informacion obtenida a través de cuadros

y graficos.

4.5.2.1 Tipos de fuentes de informacién primaria
Generada por el programa ChemsStation version B.04.02 Espectrofotometro
Agilent 8453.
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4.6. DISENO EXPERIMENTAL (METODOLOGIA ANALITICA GENERAL)

4.6.1 METODO ANALITICO POR ESPECTROFOTOMETRIA UV-VISIBLE
4.6.1.1 Condiciones del espectrofotometro

e Equipo : Espectrofotometro

e Marca . Agilent

e Modelo : 8453

e Detector : Detector de Arreglo de Diodo (DAD)
e Celda : Cuarzo 1 cm.

e Longitud de onda analitica : 276 nm

¢ Rango de espectro : 200-400 nm

4.6.1.2 Condiciones del ensayo de disolucién (disolutor)
e Marca : Hanson Resord
e Medio de Disolucion :HCIO0.1 N

e Volumen de Disoluciébn  : 900 mL

e Aparato USP : 2 Paletas
e Revoluciones por minuto : 75 RPM
e Temperatura :37.5°C

e Tiempo de Prueba 45 min

e Volumen tomado :10 mL

4.6.2. PROGRAMACION DEL EQUIPO DE DISOLUCION

Para la disolucion de tinidazol tableta de 500 mg se utiliz6 un disolutor Hanson
Resord, de 8 estaciones de las cuales se usaron solamente 6, con vasos de 1000 mL
de capacidad, se programaron las condiciones en el disolutor segun el método de
estudio y una vez estabilizada la temperatura en cada una de las estaciones del

disolutor se inicia con el proceso.
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4.7 PREPARACION DE LAS SOLUCIONES DE TRABAJO

Nota: El Laboratorio Nacional de Control de Calidad de Medicamentos del
Ministerio de Salud, aseguro que el método empleado por ellos para el control de
calidad de la molécula de Tinidazol bajo la presentacion de tabletas es muy selectivo,
por lo que las muestras no fueron sometidas a condiciones drasticas como: hidrdlisis
acida HCI 3 N, hidrdlisis basica NaOH 3 N, oxidacion H202, de igual manera no se
realizo el estudio de estabilidad, por falta de reactivos, factores econémicos y tiempo

programado para realizar dicha investigacion.

4.7.1 PREPARACION DE SOLUCIONES REACTIVAS
4.7.1.1 Acido clorhidrico (HCL 0.1 N)

Con ayuda de una probeta de 1000 mL se midieron, 1000 mL de agua destilada
que fueron transferidas a un matraz aforado de 2000 mL limpio y seco, al cual se le
adicionaron 17 mL de acido clorhidrico concentrado medidos con una probeta de 20
mL; se agité por 5 minutos hasta homogenizar la solucion posteriormente se aforé con

agua destilada hasta los 2000 mL.

4.7.1.2 Preparacion del estandar de tinidazol para la curva de calibrado
En la preparacion de la solucion madre; se utiliz6 un estandar secundario (ES)
tinidazol base procedente de laboratorio Pfizer, con un grado de pureza de 99.9%

segun certificado de analisis mostrado por el LNCCM.

Se pesO con exactitud 20.05 mg, multiplicandose por el valor de la pureza
declarada en la etiqueta del estandar para obtener el valor verdadero de tinidazol base
20.03 mg que se transfirié inmediatamente a un matraz volumétrico de 100 mL de color

ambar, y se disolvié con HCI 0.1 N, hasta la marca de aforo y se sonificé por 5 minutos.
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9 20.05 99.99 o :
20.05mg  100% _ X = g x99.% _ 22.03 mg de principio activo.

X 99.9% 100.0%
22.03mg o
—— = 0.2003 mg/mL Concentracion madre

100 mL

Luego se prepararon a partir de la solucion madre las cincos concentraciones
para la curva de calibrado, siendo de 32, 36, 40, 44, 48, ug/mL respectivamente. Las
cuales fueron aforadas en matraces de 25 mL, con el mismo disolvente (HCI 0.1 N) y
se agitaron de forma manual por 5 minutos. Posteriormente fueron leidos uno a uno

en sentido creciente de concentracion en el equipo y por triplicado a una longitud de

onda de 276 nm.

Figura 4.7.1.2.1. Presentacion esquematica de la preparacion de la curva de

calibrado de estandar de Tinidazol

J—— 4

—_—

20mg 0.2 mg/ml

———=0.2mg/m

100mL g

[ \

— — — — —
4 mL 4.5 mL 5mL 5.5mL 6 mL
25 mL 25 mL 25 mL 25mlL 25mlL

0.032*1000 0.036*1000 0.040*1000 0.044*1000 0.048*1000
=32pg/mL =36pug/mL =40pg/mL =44pg/mL =48 pug/mL
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4.7.1.3 Preparacion de las muestras de tinidazol tabletas de 500 mg
4.7.1.3.1 Preparacion de solucion madre de tinidazol tabletas de 500 mg

La cantidad declarada de Tinidazol por cada tableta es de 500 mg, la muestra
se preparo considerando la curva de calibrado, tomando el punto medio de la misma
para obtener una concentracion del 100% del principio activo. Para obtener una
muestra representativa se seleccionaron aleatoriamente 10 tabletas de 500 mg, siendo
pesada individualmente cada tableta para obtener su peso promedio, posteriormente
se pulverizo hasta obtener un polvo fino y homogéneo, que facilitd su disolucién. De la
muestra pulverizada se peso6 en papel parafinado exactamente la cantidad de 24.15
mg equivalente a 20 mg de principio activo, luego se transfiri6 a un matraz aforado de
100 mL, seguidamente se disolvié con HCI 0.1 N hasta la marca de aforo, posterior a
esto se sonificd por 5 minutos, luego se procedio a filtrar en papel filtro Whatman # 40

desechando los primeros 5 mL del filtrado.

603.75 mg (contenido) x 20 mg (principio activo)

Cantidad de contenido a pesar = = 24.15mg

500 mg (concentracion declarada)

Se prepararon a partir de la solucibn madre 5 soluciones de muestra a las
siguientes concentraciones 32, 36, 40, 44, 48 ug/ mL (80%, 90%, 100%, 110%, 120%),
en matraces aforado de 25 mL, se le agregaron 10 mL de HCI 0.1 N seguidamente se
sonificé por 5 minutos, se dejo enfriar y se terminé de aforar. Posteriormente se analizé
por triplicado cada solucion en sentido creciente de concentraciones a una longitud de
onda de 276 nm

En la especialidad farmacéutica los limites de especificaciones suelen
establecerse entre 95% - 105% a liberacion, 90% - 110% a caducidad, respecto al
valor nominal, en materia prima los limites son de 98% - 102% o0 99% - 101%. Debido
a esto se suele evaluar la linealidad de los métodos en un rango mas amplio, las ICH
recomiendan del 80% - 120% (Aguirre, 2001)
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Figura 4.7.1.3.2 Presentacion esquematica de la preparacién de la curva de

calibrado de tinidazol tableta de 500 mg

\

——

—

2415mg _ 20 — 02 !
100mL 100 O2mg/m
A
Nl Nl Nl Nl Nl
4 mL 4.5mL 5mL 5.5mL 6 mL
25mL 25 mL 25 mL 25mL 25 mL

0.032*1000 0.036*1000 0.040*1000 0.044*1000 0.048*1000
=32pg/mL =36pug/mL =40pg/mL =44pg/mL =48 pug/mL

4.8 PREPARACION DEL MEDIO DE DISOLUCION Y MUESTRAS

PARA EL TEST DE DISOLUCION
4.8.1 ACIDO CLORHIDRICO (HCI 0.1 N)

Con ayuda de una probeta de 1000 mL se midieron, 3000 mL de agua destilada
que fueron transferidas a un bidon pléstico de 20 L limpio y seco, al cual se le
adicionaron 66 mL de acido clorhidrico concentrado, con una probeta de 50 mL; se
agité vigorosamente por 5 minutos hasta homogenizar la solucion posteriormente se

adicion6 agua destilada hasta alcanzar un volumen de aforo de 8 L.

4.8.2 Preparacion de la solucion muestra tinidazol para el ensayo de disolucion
Se peso individualmente 6 tabletas de tinidazol 500 mg en la balanza analitica
para obtener su peso promedio. Cuando el disolutor alcanzé la temperatura deseada
se procedio a colocar cada una de las tabletas en una estacion del disolutor con un
minuto de diferencia entre cada una. Al terminar el tiempo de prueba se tomaron de
cada estacién 10 mL de muestra filtrada, colocandolas en tubos de ensayo y que fueron

leidas por triplicado a una longitud de onda de 276 nm
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4.9 VALIDACION DEL METODO DE CUANTIFICACION DEL
PRINCIPIO ACTIVO

Segun la USP 36 el presente trabajo corresponde con la categoria | en el cual se
evaluaran las caracteristicas de desempefio analitico: especificidad, linealidad,
precision, exactitud, se incluiran limite de deteccion (LOD), limite de cuantificacion
(LOQ) y robustez. También corresponde a la categoria Ill, debido que se procede a
aplicar la prueba de disolucién. (USP 36 <1225>, 2013)

4.9.1 PARAMETROS DE VALIDACION DEL SISTEMA PARA LA CUANTIFICACION
DEL PRINCIPIO ACTIVO TINIDAZOL
4.9.1.1 Linealidad del sistema

Para la determinacion de la linealidad del sistema, se prepardé una curva de
calibrado a partir de 5 soluciones estandar con niveles de concentracion diferentes de
32, 36, 40, 44, 48 pg/mL (80%, 90%,100%, 110%, 120%), cada una se analizé por

triplicado en sentido creciente a la concentracion a una longitud de onda de 276 nm.

4.9.1.1.1 Criterio de aceptacion de linealidad del sistema
Los pardmetros que nos permitieron valorar la linealidad del sistema fueron los

siguientes:

Tabla N°4.9.1.1.1 Criterio de aceptacion de linealidad del sistema

Parametro Criterio de aceptacion
Coeficiente de correlacion lineal (r) r=0.9900
o Coeficiente de determinacion (r?) r2 2 0.9980
e Pendiente b { pendiente > ttab
e Intercepto a tintercepto < ltab
e Intervalo de confianza para la pendiente El intervalo debe incluir el cero
¢ Intervalo de confianza para el intercepto El intervalo no debe incluir al cero
e Coeficiente de variacion CV<=2%
e Testde Cochran Gexp < Gtab
La distribucion de los puntos debe
e Gréafico de residuales ser aleatoria y no debe de reflejar

ninguna tendencia
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4.9.1.2 Precision del sistema

La evaluacion de la precision del sistema se realizo en condiciones de repetibilidad.

4.9.1.2.1 Repetibilidad del sistema
En el caso de la repetibilidad se prepararon 10 diluciones determinando 10
lecturas de la concentracion del punto medio del calibrado del estandar siendo de 40

pg/mL.

4.9.1.2.1.1 Criterio de aceptacion
e Media.

e Desviacion estandar.

e Coeficiente de variacion < 2%.

4.9.1.3 Limite de deteccion y limite de cuantificacion

Ambos limites se determinaron matematicamente segun las ecuaciones 1y 2.

4.9.1.4 Exactitud

La Conferencia Internacional sobre Armonizacién de los Requisitos Técnicos
para el Registro de Productos Farmacéuticos para Uso Humano (ICH), recomienda
llevar a cabo un total de nueve determinaciones que cubran el intervalo especificado

en el procedimiento.

Para ello se prepararon tres soluciones individuales de estandar, con
concentraciones finales de 32, 40 y 44 ug/mL correspondiente a los dos puntos
extremos y punto medio de la curva de calibrado, las cuales fueron leidas de manera

intercalada por triplicado cada uno de ellos a una longitud de onda de 276 nm.

4.9.1.4.1 Criterio de aceptacion de exactitud
e Porcentaje de recuperacion: tableta 90.0% - 110.0%
e Homogeneidad de variancias (Test Cochran): Gexp< Gtab

e Testdet Student: texp < ttab
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4.10 PARAMETROS DE VALIDACION DEL METODO PARA LA
CUANTIFICACION DEL ACTIVO TINIDAZOL 500 MG

4.10.1 LINEALIDAD DEL METODO

Al igual que en la linealidad del sistema se prepar6 una curva de calibrado con 5
disoluciones a partir de las muestras de tinidazol previamente homogenizadas como
en el inciso 4.7.1.3.1 para obtener las concentraciones finales de 32, 36, 40, 44, 48
pg/mL (80, 90, 100, 110, 120 %) . Cada una se analizo por triplicado a una longitud de

onda 276 nm.

Tabla N°4.10.1.1 Criterio de aceptacion de linealidad del método

Parametro Criterio de aceptacion
e Coeficiente de correlacion lineal (r) r=0.9900
e Coeficiente de determinacion (r?) r2 2 0.9980
e Pendiente b t pendiente > ttab
e Intercepto a t intercepto < ttab
e Intervalo de confianza para la pendiente El intervalo debe incluir el cero
e Intervalo de confianza para el intercepto El intervalo no debe incluir al cero
e Coeficiente de variacion CV<=2%
e Testde Cochran Gexp < Gtab

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

e Grafico de residuales

4.10.2 PRECISION DEL METODO
4.10.2.1 Repetibilidad del método

Esta prueba se realizé analizando la muestra en un mismo laboratorio, bajo la
mismas condiciones de operacion por el mismo analista, en un periodo corto tiempo
con los mismos aparatos y reactivos. Se prepararon 10 soluciones de muestra al 100
%, segun como se indica en el inciso 4.7.1.3.1 y se analizaron uno a uno a una longitud
de onda de 276 nm.
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4.10.2.1.1 Criterios de aceptacion de repetibilidad
e Media
e Desviacion estandar

e Coeficiente de variacion £ 2%

4.10.2.2 Precision intermedia

La precision intermedia se realizé por dos analistas en dos dias diferentes. Por
cada analista se prepararon 6 soluciones de muestras independientes al 100 % como
se indica en el inciso 4.7.1.3.1.

4.10.2.2.1 Criterios de aceptacién de la precision intermedia
e Coeficiente de variacion < 2%
e Coeficiente de variacién global < 2%.

e Analisis de la varianza con el test de Fischer Fexp < Ftab

4.10.3 ROBUSTEZ

La evaluacion de la robustez se realiz6 con una sola modificacion a las
condiciones normales de trabajo, como fue el cambio de la lampara
espectrofotométrica, por una nueva. No se realizaron modificaciones de longitud de
onda, medio de disolucion, temperatura y concentracion, debido que este método fue
desarrollado por el Laboratorio Nacional de Control de Calidad de Medicamentos
(LNCCM) del Ministerio de Salud, el cual durante el desarrollo del método se realizaron
todas las posibles modificaciones, concluyendo que las condiciones evaluadas en
nuestro trabajo son adecuadas para el andlisis.

Dentro de las disposiciones del LNCCM, decidieron cambiar la lampara por una
nueva para verificar que el método sigue siendo robusto y comprobar que no existen

variaciones en los resultados.
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Para este pardmetro se preparé una solucibn muestra al 100 % siguiendo el

procedimiento escrito en 4.7.1.3.1. Se determiné el porcentaje promedio recuperado,

el coeficiente de variacion y la diferencia absoluta para cada longitud de onda.

4.10.3.1 Criterios de aceptacion

e Coeficiente de variacion global < 2%

4.11 TEST DE DISOLUCION

Para la prueba de disolucién se prepararan las condiciones del método como se

indica en el inciso 4.8.2 posteriormente se procedio a preparar el medio de disolucion

como se indica en el inciso 4.8.1.

4.11.1 CRITERIO DE ACEPTACION

e Valor de Q para 45 minutos; Q no debe ser menor del 75 % en 45 min

e Coeficiente de variacion < 2%

4.12 REACTIVOS, EQUIPO Y MATERIALES
Tabla N° 4.12.1 Reactivos

Reactivos
Formula . Fecha de
(o]
N Nombres Quimica Marca Grado Lote [Procedencia vencimiento
Agua L.
1 Bidestilada H,O - Analitica - LNCCM -
Acido .
2 o HCI Merck | Reactivo 121494 | SINTER Agosto-2017
Clorhidrico
Estandar
Tinidazol Estandar 003120 Laboratorios
3 | Base CsH13N304S | Pfizer - | -Qes- : Junio -2016
Pureza Secundario 17 Pfizer
99.9%
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Tabla N° 4.12.2 Materiales

Cantidad Materiales Capacidad Marca Clase/_
Tolerancia
Recipiente
1 graduado 20 L Nalgine -
plastico
3 Matraz aforado 2000 mL Pyrex Al £0.4mL
6 Matraz ambar 100 mL Pyrex A/+0.1 mL
aforado
6 Matraz ambar 50 mL Pyrex Al +0.1mL
aforado
20 Matraz ambar 25 mL Pyrex Al + 0.04mL
aforado
6 Beaker 100 mL Pyrex A
6 Beaker 50 mL A
2 Mortero y pildn - - -
Espatula de
2 S - - -
acero inoxidable
6 Filtro para 10 micron Hanson Resord | P/N 27/101-091
disolutor
1 Pipeta 10 mL A£0.01mL
volumétrica
2 Probeta 10 mL Pyrex A
2 Probeta 25 mL Pyrex A
2 Probeta 50 mL Pyrex A
2 Probeta 100 mL Pyrex A
1 Probeta 1000 mL Pyrex A
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Tabla No 4.12.3 Equipos

Equipos
Muestra de
N° Nombres Marca Modelo N° Serie verificacion de
calibracion
1 Balanza Analitica Ohaus Explorer | EX 224 | B441115826 | 3 FEB 2015
2 Ultrasonificador Aquasonic P250T 0802-10-10
Espectrofotébmetro UV-
3 Visible Agilent 8453 | CN02501472 | 08 DIC 2014
Detector de arreglo de
Diodo DAD
4 Disolutor Hanson Resord | SR8Plus | 0802-10-10Z -

Nota: Los equipos instrumentales estan verificados y calibrados por la empresa
ORGOMA garantizando el cumplimiento de la norma NTN-04-001-05 “Requisito
Generales para la Competencia de Laboratorios de Ensayo y de Calibracién”, Se

anexa en este trabajo la carta extendida por el LNCCM. Anexo N° 1.
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5.1 TECNICA ESPECTROFOTOMETRICA UV-VISIBLE CON
DETECTOR DE ARREGLO DE DIODO (DAD) Y CELDA DE CUARZO
DE 1CM

Todos los parametros se evaluaron con un nivel de confianza de 95%.

5.1.1 PARAMETROS DEL SISTEMA
5.1.1.1 Adecuacion del sistema

Se verifico la adecuacion del sistema analitico observando su capacidad para
detectar el analito de forma inequivoca sin interferencias de otro compuesto y/o
sustancias que puedan estar presentes en una misma muestra. Para comprobar la
adecuacion del sistema, se preparon diez soluciones estandar al 100 % y se realizaron

10 lecturas a una longitud de onda de 276 nm.

Tabla N°5.1.1.1.1 Tratamiento estadistico de la aptitud del sistema

Aptitud del Sistema
N° de Concentracion 40 pg/mL .
muestra (100%) HY Absorbancias
1 100 0.95894
2 100 0.95855
3 100 0.95801
4 100 0.95862
5 100 0.95956
6 100 0.96432
7 100 0.95885
8 100 0.95965
9 100 0.95986
10 100 0.95694
Promedio 0.95933
Desviacion estandar 0.00195
CV% 0.00203

Fuentes: Chemstation Software Agilent 8453 series y Programa Microsoft Excel 2010

El ensayo de adecuacion del sistema cumple con las especificaciones
establecidas, debido a que las absorbancias de las muestras registraron un coeficiente

de variaciéon menor al 2%.
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5.1.1.2 Linealidad del sistema

Para la determinacion de la linealidad se prepararon 5 soluciones estandar a
concentraciones de 32, 36, 40, 44, 48 pg/mL (80%, 90%, 100%, 110%, 120%), como
se indica en el inciso 4.7.1.2, se realizaron andlisis por triplicado de cada solucién a
una longitud de onda de 276 nm obteniendo los siguientes resultados:

Tabla N° 5.1.1.2.1 Evaluacién de la curva de calibracién del sistema de tinidazol

Linealidad del Sistema de Tinidazol Base
X Y F =YX .| Desviacion .
(Concentracién) (Abs.) Factor de | Promedio Estandar Varianza
Respuesta
0.7743 0.0097
32(8‘6%2TL 0.7821 0.0098 | 0.00972 | 0.00005 | 2.5x 10°°
0.7769 0.0097
0.8673 0.0096
36(9‘6%2TL 0.8740 0.0097 | 0.00965 | 0.00005 | 2.8x 10
0.8647 0.0096
0.9614 0.0096
40 pg/mL 0.9650 0.0096 | 0.00965 | 0.00003 | 8.8x 100
(100%)
0.9673 0.0007
1.0616 0.0097
4;‘1‘1‘8%L 1.0611 0.0096 | 0.00966 | 0.00002 | 4.3x 100
1.0653 0.0097
1.1578 0.0096
48 pg/mL 1.1555 0.0096 | 0.00965 | 0.00002 | 4.2x 100
(120%)
1.1604 0.0097
Coeficiente Correlaciéon 0.9997
Coeficiente Determinacion 0.9994
Intercepto|  0.0121
Pendiente 0.0095

Fuentes: Chemstation Software Agilent 8453 series y Programa Microsoft Excel 2010

En la tabla 5.1.1.2.1 se reflejan los datos proporcionados por el software
Chemstation Agilent 8453 series, para la verificacion de estos datos se procedieron a
calcular estadisticamente la pendiente (b), el intercepto (a), el coeficiente de

determinacion (r) y el coeficiente de correlacion (r?).
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Coeficiente de correlacion

S = X) (v = )]

r= — — = 0.9997 (Ecuacion 3)
V 2il(x —X)? Xy —Y)?
Coeficiente de determinacion (r?)

r?2 = 0.9997? = 0.9994 (Ecuacion 4)

A continuacién se presenta el calibrado y la ecuacion de la recta, en ella se

observa una proporcionalidad entre concentracion y las absorbancias.

Grafico N° 5.1.1.2.1.1 Curva de calibracién en absorbancias de Tinidazol en UV-

visible
Curva de calibracion del sistema de tinidazol
1,2000 -
,/4
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< 7
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$ 0,9000 - y = 0,0095x + 0,0145
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0,8000 - .~

&
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Concentracion pg/mL

Fuente: Espectrofotémetro UV-Vis Agilent 8453
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5.1.1.2.2 Ecuacién de larecta de la linealidad en espectrofotometria UV-visible
Por lo tanto la ecuacién de la recta de la curva de calibracion, se expresa de la
siguiente manera y = 0.0095x + 0.0121 con r = 0.99970 y r?= 0.9994.

La relacion entre ambas variables se expresa matematicamente como una recta

de regresion del tipoy = b x + a.

Dénde:
b: es la pendiente
X: es la concentracion del analito

a: es la ordenada en el origen, obtenida por un método de ajuste. (Aguirre, 2001)

Se utilizé el método de los minimos cuadrados, que consiste en ajustar estos
pardmetros para minimizar la suma de los cuadrados de los residuales y obtener

funciones lineales. (Skoog, 2003)
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Tabla N° 5.1.1.2.2.1 Anélisis de los minimos cuadrados en los datos de la linealidad del sistema de tinidazol.

X . N
Y . 2 : . . : A ei=(§-y)
Come | aps, | B B0 009 | o —9? | k=B e-N | Y| Y=brxea | 2L VY)
32 0.7743 -20.0000 400.0000 -0.1920 0.0369 3.8403 6400 0.7755
32 0.7821 -20.0000 400.0000 -0.1842 0.0339 3.6843 6400 0.7755 0.0012
32 0.7769 -20.0000 400.0000 -0.1894 0.0359 3.7883 6400 0.7755
36 0.8673 -10.0000 100.0000 -0.0990 0.0098 0.9901 8100 0.8709
36 0.8740 -10.0000 100.0000 -0.0923 0.0085 0.9231 8100 0.8709 0.0036
36 0.8647 -10.0000 100.0000 -0.1016 0.0103 1.0161 8100 0.8709
40 0.9614 0.0000 0.0000 -0.0049 0.0000 0.0000 10000 0.9663
40 0.9650 0.0000 0.0000 -0.0013 0.0000 0.0000 10000 0.9663 0.0049
40 0.9673 0.0000 0.0000 0.0010 0.0000 0.0000 10000 0.9663
44 1.0616 10.0000 100.0000 0.0953 0.0091 0.9529 12100 1.0617
44 1.0611 10.0000 100.0000 0.0948 0.0090 0.9479 12100 1.0617 0.0001
44 1.0653 10.0000 100.0000 0.0990 0.0098 0.9899 12100 1.0617
48 1.1578 20.0000 400.0000 0.1915 0.0367 3.8297 14400 1.1572
48 1.1555 20.0000 400.0000 0.1892 0.0358 3.7837 14400 1.1572 -0.0006
48 1.1604 20.0000 400.0000 0.1941 0.0377 3.8817 14400 1.1572
2=1500.0 | 14.4947 0.0000 2=3000.00 0.0000 2=0.2733 28.6280 2=153000
X=100.0 0.9663 0.0000 200.00 0.0000 0.0182 1.9085

Fuentes: Chemstation Software Agilent 8453 series y Programa Microsoft Excel 2010
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Grafico N°5.1.1.2.2.1.1 Andlisis de residuales de la linealidad del sistema

Gréafico de los residuales linealidad del sistema de tinidazol
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Fuentes: Chemstation Software Agilent 8453 series y Programa Microsoft Excel 2010

La distribucién de los puntos es aleatoria y no refleja ningun patron demostrando
que son independientes 0 no correlacionados, como podemos observar en el grafico
de residuales se aprecia que para el método analitico por espectrofotometria UV-

visible se ajusta bien a los datos, por lo tanto, el sistema es valido.

La ecuacion utilizada para y fue la siguiente

y=bxx+a (Ecuacion 5)

Conviene definir los valores de las variables Sxx, Syy ¥ Sxy para encontrar la

pendiente y el intercepto:

1. Sxx = suma de los cuadrados de las desviaciones respecto a la media de los

valores individuales de x.

Y g
S, = Z(x" _®)? = leg _ (Z;CIJ (Ecuacién 6)

Ddnde:

x; = pares de datos individuales de x

x= valor medio o promedio de las variables (x)
Ser = 2(x; — %)% =3000.0000
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2. Syy=suma de los cuadrados de las desviaciones respecto a la media de
los valores individuales de y.

)’ E ion 7
Syy = Z()’i —-y)?F = Zyiz — % (Ecuaciéon 7)

Dénde:
yi = pares de datos individuales de y

y = valores medio o promedios de las variables (y)

— 210.0963
Syy = 2y —¥)* = 14.2798 — —— = 0.2733

3. Sxy = suma de los cuadrados de las desviaciones respecto a la media de

los valores individuales de x e y.

3 _ . XX LY
Syy = Z(xi —%)y—y)= inYi TN (Ecuacién 8)

Sy = Bxiyi — e
Sy=1478.09 — % = 28.6280

Para encontrar la ecuacion de la recta es necesario encontrar la pendiente y

el intercepto a partir de los datos calculados de la suma de los cuadrados.

Ecuacién de la pendiente (b):

p=

5 (Ecuacion 9)

28.6276
b= ———=10.0095
3000

Ecuacion del intercepto (a):
a=y—bx (Ecuacion 10)

a = 0.9663 — (0.009543 * 100.0000) = 0.0121
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Grafico N°5.1.1.2.2.1.2 Linealidad del sistema de Tinidazol en espectrofotometria
UV-visible

Linealidad del Sistema de Tinidazol
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Fuentes: Chemstation Software Agilent 8453 series

Segun el valor de la pendiente, la sensibilidad del método es de 0.0095 vy el
sesgo del método es de 0.0121 indicado por el valor del intercepto con r = 0.9997
y 12 =0.9994 (Boris Duffau et al., 2010)

5.1.1.2.3 Test de linealidad: test de student para la pendiente (b) en UV-
visible

Para demostrar que existe una pendiente significativamente distinta de cero
se aplico la prueba de t Student, para n-2 grados de libertad = 13 en un nivel de
confianza del 95% y con un grado de significacion a= 0.05 (a/2= to.975, 13), el valor
critico en la tabla de la distribucién T-Student es 2.160.

Para esta prueba debe de cumplirse que texp > ttab.

Hipotesis:
Ho: p1=0
Hi: p17#0
Ddnde:
M1= corresponde a la pendiente
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Para ello se utilizo la siguiente formula:

||

texp = ;

(Ecuacion 11)
Donde:

|b|: Valor absoluto de la pendiente

Sb: Desviacién estandar de la pendiente

Para calcular el texp €s necesario calcular primero la desviacién estandar de la

regresion (Sr) para poder obtener la desviacion estandar de la pendiente Sp.

Desviacion estandar de la regresion (Sr)

S,y — b%S
s, = |[2X—= (Ecuacion 12)
N =2

. 0.2733 — ((0.0095425)2 * 3000)
T 15 -2

0.2733-0.273178
S, =
13

0.000122 o3
Sr= |3 = 1/9.3846 x 10796 = 0.0030634 = 3.0634 x 10

Desviacion estandar de la pendiente (Sb)
Hipotesis:
Ho: texp < ttab

Hz1: texp > ttab

Para esta prueba debe de cumplirse que texp>ttab

Sy, = fsrz/sxx = (Ecuaciéon 13)

_1(0.0030634)2 312X 10 = 05
S, = J /3000.000 = V3-12x 1079% = 5.5929 x 10
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Se obtiene:
po Il _oo09se2s o o0
exr ~ s, 55929x10705 '

Se comprueba estadisticamente que existe una pendiente diferente de cero,
obteniendo el texp mayor que al twb, siendo el texp de 170.6181 > twab 2.160, lo que
demuestra que existen diferencias significativas.

El intervalo de confianza confirma lo demostrado por el test de Student la

pendiente no incluye el cero. El intervalo de confianza (IC) para la pendiente se calcula:

ICb=bxt*Sp= (Ecuacion 14)
0.0095425 + 2.160 *5.5929 x 107°°
0.0095425 +1.2081 x 107
9.4217x107° a9.6333 x 107

5.1.1.2.4 Test de proporcionalidad: test de Student para el intercepto (a) en UV-
visible

Mediante este test se evalud que la recta pasa por el origen de coordenadas,
determinando que la variable independiente (x) es significativamente distinta de cero.
Cabe mencionar, que el valor critico en la tabla de la distribucién T-Student es 2.160,
para n-2 grados de libertad y un grado de significancia de ¢-0.05

Para esta prueba debe de cumplirse que texp(a) < ttab
Hipotesis:
Ho: texp(a) > ttab

Hz1: texp(a) < ttab

Para ello se utiliz6 la siguiente férmula:

a
= lal ( Ecuacion 15)
Sa
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|a|= valor absoluto del intercepto

S,=Desviacion estandar del intercepto

Se calcul6 primero la desviacion estandar del intercepto:

— ES 1 ./
S, = S, \/—N_(in)z/ o (Ecuacion 16)

Sa = 0.0030634 = J

1
15-(2250000/153000)

1
15 —14.70588235

’ 1
Sa = 0.0030634 * m

Sa = 0.0030634 * v3.399996
Sa = 0.0030634 x 1.843908

Sa =0.0056486 = 5.6486 x 10793

, _a 00121
exp(@ ™ ¢ 7 0.0056486

Sa = 0.0030634 = \/

= 2.142124

Se cumplié que texp (a) < tab. Para calcular el tap de dos cola, para n-2 grados de
libertad = 13 en un nivel de confianza del 95% y con un grado de significacion a =0.05
(a/2= to.95, 13), el valor critico en la tabla de la distribuciéon T-Student es 2.160, siendo
texp (a) 2.142124 < tiap 2.160; se comprueba que la variable x es diferente de cero y que

la recta pasa por el origen de coordenadas.

El intervalo de confianza confirma lo demostrado por el test de Student donde el

intercepto incluye el cero. El intervalo de confianza (IC) para el intercepto se calcula:
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ICa=axt*Sa (Ecuacion 17)
0.0121 + 2.160 * 0.0056486
0.0121 £ 0.01220
—0.0001 a 0.0243

5.1.1.2.5 Test G de Cochran varianza de los factores de respuesta
La prueba de Cochran se realizé para determinar si el factor de concentracion

tiene influencia en la variabilidad de las respuestas

G = S?maxima
exp — 5

(Ecuacion 18)
Donde:
S?maxima : Varianza maxima de los grupos

Y S? : Sumatoria de la varianza de cada grupo

El valor critico de Cochran se determina C= (K, v, o)

Dénde:

K; es el nimero de grupo de datos o niumeros de réplicas

v; es el niumero de grados de libertad definido como Nmax- 1, donde nmax €s el mayor
de los tamarios de la muestra

a; el nivel de significancia es usualmente 0.05

El criterio de aceptacion: si el G, < G significa que las varianzas de las
concentraciones son homogeéneas, es decir que el factor de concentracion no influye

estadisticamente en la variabilidad de los resultados.
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5.1.1.2.5.1 Prueba de homogeneidad de las varianzas

Tabla N°5.1.1.2.5.1 Test G de Cochran Varianza de los factores de respuesta
del sistema de Tinidazol

Concentracion | Absorbancia Factor Promedio D(ae;t\gr?g;n Varianza
(ug/ml) (276 nm) respuest de (S) de (S?) de
Variable x Variable y a f(y/x) f(y/x) F(y/x) f(y/x)
32ug/mL 0.7743 0.0097 2 46 x 10°°
(80%) 0.7821 0.0098 0.00972 0.00005 A0 X
0.7769 0.0097
36ug/mL 0.8673 0.0096
(90%) 0.8740 0.0097 0.00965 0.00005 2.84 x 10
0.8647 0.0096
40ua/mL 0.9614 0.0096 1o
Hg 0.9650 0.0096 0.00965 0.00003 8.84 x 10
(100%)
0.9673 0.0097
adua/mL 1.0616 0.0097 1o
H9 1.0611 0.0096 0.00966 0.00002 | 435x10
(110%)
1.0653 0.0097
48pg/mL 1.1578 0.0096 417 1050
(120%) 1.1555 0.0096 0.00965 0.00002 A1X
1.1604 0.0097
Promedio | .00967
Desviacion Estandar (S) | 0 00004 2Si2 = 7.0360 x 100°
CV (%) | 0.4136%

Fuentes: Chemstation Software Agilent 8453 series y Programa Microsoft Excel 2010

Homogeneidad de las varianzas

La homogeneidad de varianza se comprobé aplicando el test de Cochran.

La hipétesis es:
Ho = Gexp < Gtab
Hi = Gexp > Gtab

El valor de Gtab de la distribucion de Cochran para un grado de significacion (a)=

0.05 a 5 niveles de concentracion y 3 grados el valor es de 0.683.
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SZ mixima
L

S?maxima _ 2.84x107°°

Gexp »Ss?  7.0360x 10709 =0.4036

Al comparar el valor experimental con el valor critico, se obtuvo un Gexp menor
que el Giab, por tanto se cumple la hipotesis donde se comprueba que X o factor de
repuesta no tiene influencia en la variabilidad de los resultados de f (y/x) 0.4036 <
0.683.

5.1.1.2.6 Coeficientes de variacion de los factores de respuestas

Esta prueba permitid relacionar las lecturas o0 respuestas en area y la
concentracion. Se recomienda obtener valores menores al 2% para ello se aplico la

siguiente ecuacion:

S
CV = e * 100 (Ecuacion 19)

Doénde:
S = Desviacion estandar

X= media de los resultados

Asi se tiene que, la desviacion estandar de los factores de respuesta es de 0.00004 y

la media global es de 0.00967 por tanto:

0.00004
CV = * 100 = 0.4136%
0.00967

Al aplicar la prueba de linealidad mediante los coeficientes de variaciéon de los
factores de respuesta CV se obtuvo como resultado un coeficiente de variacion CV <
2.0%, demostrandose la adecuada linealidad del sistema, de acuerdo con los limites

establecidos.
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5.1.1.2.7 Anédlisis de varianza

El andlisis de la varianza de la regresion (ANOVA) es un método que se emplea
para comparar resultados obtenidos por distintos métodos, laboratorios, analistas, etc.,
cuando el numero de medias obtenidas es superior a dos. También permite separar

las contribuciones de uno o mas factores a la varianza global del sistema (Aguirre,
2001)

Yeltsin Ramin Ruiz Blandin- Meisés David Paizane Hewndndez Pagina 56



Validaciin del Métode Espectrofoetométriice para la Cuantificaciin Jinidazel taliletas de 500 myg

Tabla N° 5.1.1.2.7.1 Anédlisis de la varianza de los factores de respuesta del sistema de tinidazol en

espectrofotometria UV-Visible

Andlisis de Varianza Andlisis de Residual Analisis de la Regresion
Concentracion . Y 52 & = 2
(hg/mL) Absorbancias S—bxta yi—7 bi—=¥) y -3 (v — v)
0.7743 0.7755 -0.0012 1.35 x 10°% 0.19 3.64 x 1002
32(8%%2;‘L 0.7821 0.7755 0.0066 4.41 x 10 0.19 3.64 x 1072
0.7769 0.7755 0.0014 2.07 x 109 -0.19 3.64 x 102
0.8673 0.8709 ~0.0036 1.29 x 109 -0.10 9.11 x 1003
36 ug/mL 0.8740 0.8709 0.0031 9.69 x 109 -0.10 9.11 x 1003
(90%) _
0.8647 0.8709 -0.0062 3.83 x 1005 -0.10 9.11x 1003
0.9614 0.9663 ~0.0049 2.41 x 10 0.00 0.00
4?188’%" 0.9650 0.9663 -0.0013 1.72 x 109 0.00 0.00
0.9673 0.9663 0.0010 9.74 x 1097 0.00 0.00
44 pgimL 1.0616 1.0617 -0.0001 1.96 x 1098 0.10 9.11x 10
(110%) 1.0611 1.0617 ~0.0006 4.10 x 1097 0.10 9.11 x 1003
1.0653 1.0617 0.0036 1.27 x 1005 0.10 9.11 x 1003
1.1578 1.1572 0.0006 4.01 x 1007 0.19 3.64 x 102
48 pg/mL 1.1555 1.1572 -0.0017 2.78 x 109 0.19 3.64 x 102
(120%) .
1.1604 1.1452 0.0152 2.30 x 1004 0.18 3.20 x 102
X =100.0 0.97 0.95 SCres = 3.8144 x 10 SCrec = 2.6878 x 1071
2=14.4947 VRES = 2.9342 X 10%

Fuente: Programa de Microsoft Excel 2010
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La ecuacion utilizada para calcular y, fue la siguiente

y=bxx+a

Segun (Aguirre, 2001), el analisis de la varianza se fundamento en la suma de
cuadrados totales la cual esta conformada por dos componentes la suma de cuadrados

de los residuales y la regresiéon SCT = SCres + SCrec

Se calculé la Varianza residual (S%y.x) a partir de los datos de los minimos

cuadrados, con la siguiente ecuacion:

Varianza Residual

92 .,
VREs = SSZ,,X = Z(J:ILT) (Ecuacion 20)
0.00038144
V = Sz = —
RES= Sy x —

VRres= SZ, = 2.9338x107%°

SC+r = SCres + SCrEec (Ecuacion 21)
SCt=3.8144 x 10+ 2.6878 x 10

SCr1=0.2692

Varianza de la Regresion

Z(Yi-V)?

Vrec= S2, =
N

(Ecuacion 22)

2.6878 x 10701
VRee= §3,= —————— = 0.01792
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Una vez realizada la homogeneidad de varianzas y calculo residuales se realizd
el célculo de Fisher (F), donde debe de cumplirse que Fexp > F tab.
La Hipotesis es:
Ho = Fexp > Ftab

Hi = Fexp < Frab

\%
F= REC (Ecuacién 23)
VRES

0.01792
F = —— =610.8119
2.9338x 10

Por lo tanto Fisher sera: 610.8119 > Ftap (0.05, 1, n-2) = 4.67 cumpliendo el criterio
de aceptacion, demostrando la existencia de una pendiente diferente de cero.

Se validé la linealidad de la metodologia del sistema, para lo cual se partié de
una solucién concentrada de estandar de tinidazol, preparando una curva de calibrado
con cinco niveles de concentracion del analito en el rango de trabajo de 80%-120%.

Con respecto a la evaluacion de los coeficientes de determinacion r? y de
correlacion r en el sistema demostraron correlacion entre la concentracion (%) y la

sefal obtenida (Absorbancias).

Se aplicaron diferentes test estadisticos para demostrar la linealidad del sistema,
incluyendo el ajuste de la curva de calibracién por el andlisis de los minimos
cuadrados, pudiéndose obtener los valores de la pendiente y el intercepto, aplicando
el t de Student para demostrar que existe diferencia significativa.

Con la aplicacion del test de Cochran se demostré la homogeneidad de varianza.
Se realiz6 el andlisis de la varianza de la regresion ANOVA, se evaluaron los residuos
y se determind que estos son independientes y tienen distribucion normal, presentando

homocedasticidad y que la relacion entre concentracion y absorbancias es lineal.
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De igual manera se aplicd el test estadistico F de Fisher para verificar la
linealidad, bajo la evidencia muestral y con un nivel de confianza de 95%, no se
encontro diferencias significativas entre las concentraciones de los niveles estudiados,
obteniendo un valor de F de Fisher experimental mayor que el valor de F tabulado,

indicando regresion.

5.1.1.3 Precision del sistema en espectrofotometria UV-VIS
Para la evaluacion del parametro de la precision se trabajéo con muestras de
estandar de Tinidazol con un grado de pureza de 99.9%; mediante la valoracion de

condiciones de repetibilidad y precision intermedia del sistema

5.1.1.3.1 Repetibilidad del sistema en espectrofotometria UV-VIS

La repetibilidad se realiz6 mediante la evaluacion de 10 determinaciones, se
trabajé con la concentracion media de trabajo de 40 pg/mL (100%), para ello se
determinaron valores de la media, desviacion estandar, y los coeficientes de variacion

en funcion del factor de respuesta

Tabla N° 5.1.1.3.1.1 Evaluacion estadistica de repetibilidad del sistema de tinidazol

neentracion . = ; Datos del factor de
Ielg:udrzs Co 4((:)igt/rﬁi ° Ab(3207ré)irrlr10)|as Rei%tt?eso'lzs respuesta f(y/x
(100%) f=y/x _
Media (S)
1 100 0.9714 0.0097
2 100 0.9708 0.0097
3 100 0.9734 0.0097
4 100 0.9737 0.0097
5 100 0.9742 0.0097
6 100 0.9739 0.0007 | 20097 | 1:2x10%
7 100 0.9745 0.0097
8 100 0.9731 0.0097
9 100 0.9724 0.0097
10 100 0.9724 0.0097
CV% 0.1237%

Fuentes: Chemstation Software Agilent 8453 series y Programa Microsoft Excel 2010
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5.1.1.3.1.1.1 Evaluacion estadistica para la repetibilidad del sistema en
espectrofotometria UV-visible

Los datos obtenidos se evaluaron con un tratamiento estadisticos con las

siguientes especificaciones, segun valores de la tabla 5.1.1.3.1.1

» Media
_ XX .,
X = - (Ecuacion 24)
= _ 0.0973
¥ =22
10
X =0.0097

» Desviacion estandar (S)

,— 2
S= ’Z():TX) (Ecuacién 25)
= ’1.3362: 10709

S=v1.4846 x 10~10
$ =0.000012

En la precision en condiciones de Repetibilidad en funcién del factor de respuesta
se obtuvo una desviacion estandar pequefia con un valor de 0.000012 indicando la

buena precision del sistema.

» Coeficiente de variacion (CV)

El coeficiente de variacion (CV) nos indica la relacidn existente entre la desviacion
de una muestra y su media. Al dividir la desviacion tipica por la media se convierte en
un valor de unidad de medida. (Skoog, 2003)

El coeficiente de variacion entre los datos se calcula utilizando la siguiente ecuacion

S
CV = =+100
X
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_0.000012
~0.0097
Se aprecia, que el CV% esta por debajo de 2 % obteniendo un valor de 0.1237%,

* 100 = 0.1237%

indicando que la técnica cumple con los parametros establecidos, siendo el ensayo

repetitivo y a la vez aceptable.

5.1.1.3.2 Limite de deteccion (LOD)

LOD = % (Ecuacion 1)

o = es la desviacion estandar de la respuesta de la muestra

m = es la pendiente de la curva de calibracion para la linealidad

LoD — 3.3x0.000012
~0.0095425

3.96x 1079
0.0095425

LOD = 0.0041 pg/mL

LOD =

5.1.1.3.3 Limite de cuantificacién (LOQ)

LOQ = %10 (Ecuacion 2)

Dénde:
o = Es la desviacion estandar de la respuesta de la muestra.

m = Es la pendiente de la curva de calibracién para la linealidad

10x 0.000012

LOQ =
0.0095425
1.2x 10794
LOQ = ——
0.0095425

LOQ = 0.0125 pg/mL
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5.1.1.4 Exactitud del sistema por espectrofotometria UV-visible

El parametro de la exactitud, se evalué a 3 concentraciones de trabajo de 32, 40 y 48 (ug/mL), con soluciones de

estandar primario de tinidazol, las cuales corresponden a los dos puntos extremos y el medio de la curva de calibracion,

realizadndose por triplicado cada punto de analisis obteniendo los siguientes resultados.

Tabla N° 5.1.1.4.1 Evaluacion de la Exactitud del sistema de tinidazol

N°de |Concentracién| Absorbancias Factor de Promedio de eSItDéenS(;l/;?C(g)nde Varianza (S?)
lectura (%) 276 nm repuesta F=Y/X F(Y/IX) F(YIX) de F(Y/X)

1 0.7746 0.00968

2 32 pug/mL 0.7710 0.00964 0.00966 2.26 x 10% | 5,0917 x 1010
3 (80%) 0.7728 0.00966
4 0.9740 0.00974

5 48_38{;5" 0.9714 0.00971 0.00972 1.86 x 1094 3.4641 x 1010
6 0.9704 0.00970
7 1.1537 0.00961

8 4?1*2‘8%L 1.1548 0.00962 0.00962 | 5.29238 x10%6 | 2.8009 x 10t
9 1.1537 0.00961
Promedio x 0.00967

Desviacién Estandar (S)| 4.667 x 10°%° £Si? =8.8359 x 101°

CV% 0.4828%

Fuentes: Chemstation Software Agilent 8453 series y Programa Microsoft Excel 2010
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5.1.1.4.1.1 Evaluacion estadistica de exactitud del sistema en UV-Vis
A continuacion se presenta los resultados de la tabla 5.1.1.4.1 donde se reflejan
los valores obtenidos con respecto a la media y desviacion estandar
» Media
2. X; 0.0870
n 9

X = = 0.00967

» Desviacion estandar (S)

S = VXi(xi—x)?%/(n—1)

1.74221x 1078
S = 3

S =4.667 x10-%5

Test de proporcionalidad: G de Cochran

Dénde: Gexp < Gtab

$Z maxima
Gexp - Z S?
l

Donde:
S?: varianza maxima de los grupos

¥ S2: Sumatoria de la varianza de cada grupo

G __ S$?méaxima _ 5.0917x 10710
exp ¥ S? 8.8359 x 10~ 10

= 0.5762

El valor de Gtab de la distribucion de G de Cochran para un grado de significacion
a= 0.05 a 3 niveles de concentracion (k=3) y 2 grados de libertad, el valor critico es de
0.966.
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Al comparar el valor experimental con el valor critico, se obtuvo un Gexp menor que el
Gtab, por tanto se cumple la hipétesis donde se comprueba que X o factor de repuesta

no tiene influencia en la variabilidad de los resultados de f (y/x) 0.5762 < 0.966.

5.1.1.5 Exactitud del método de tinidazol en Espectrofotometria
Célculos para determinar el porcentaje de recuperacion de Tinidazol 500 mg, tableta

Cantidad de principio activo (p.a) que declara cada tableta 500 mg
Peso promedio de las tabletas (mg) 594.4 mg
Cantidad pesada en polvo 23.776 mg
Cantidad de principio activo (p.a) en la muestra pesada (mg) 20 mg

Para la realizacion de esta tabla se realizaron los siguientes calculos.

cantidad pesadaxpeso promedio de la tableta

Cantidad de p.a.en la muestra =
p declaraciéon de p.a en la tableta

20%* 5944 m
Cantidad de p.a. en la muestra = ot~ 23.776 mg
500 mg
; cantidad de principio activo en la muestra
Concentracién +& = P P * 1000
m volumen

20 mg " 5 mL
100 mL 25 mL

Concentracién pg/mL = * 1000 = 40 pg/mL

Concentracién pg/mL = 40 pg/mL

Absorbancias de la muestra

ug/mL encontrado de p.a = Absorbancias del estandar. Concentracidén del estdndar

0.9566
0.9618

pug/mL encontrado

Concentracién pg/mL = * 40 = 39.7837 ug/mL

Recuperacién % = |* 100

png/mkL que se inyectaron

39.7837 mL
Recuperacién % = = he/ * 100 = 99.46%
40.000 pg/mL

El procedimiento de cuantificacion nos permitié calcular la cantidad de principio activo
en la muestra sometida a analisis, y el promedio del porcentaje de recuperacion
obtenido fue de 99.46 % lo que indica que dicho valor esta dentro delos rangos

establecidos para el formulado farmacéutico 90.0% - 110.0%.
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Tabla N° 5.1.1.5.1 Porcentaje de recuperacion de Tinidazol Tableta 500 mg

Porcentaje de recuperacion de Tinidazol Tableta 500 mg

Declara Cantidad .
rincipio | pesada mg de Cantidad
pactiv% P olvo ( ga + pesada Concentracion | Absorbancias | Absorbancias mg %
en ngcipie[r)\.tes) principio png/mL del Estandar | de la muestra |encontrados |Recuperacion
Tab/mg (mg) activo (mg)
500 23.776 20 40.000 0.9618 0.9655 40.1539 100.3847
500 23.776 20 40.000 0.9618 0.9553 39.7297 99.3242
500 23.776 20 40.000 0.9618 0.9557 39.7463 99.3658
500 23.776 20 40.000 0.9618 0.9543 39.6881 99.2202
500 23.776 20 40.000 0.9618 0.9515 39.5716 98.9291
500 23.776 20 40.000 0.9618 0.9577 39.8295 99.5737
500 23.776 20 40.000 0.9618 0.9569 39.7962 99.4905
500 23.776 20 40.000 0.9618 0.9531 39.6382 99.0954
500 23.776 20 40.000 0.9618 0.9599 39.9210 99.8025
x =500 23.776 20 40.000 0.9618 0.9566 39.7860 99.4651
Fuentes: Chemstation Software Agilent 8453 series y Programa Microsoft Excel 2010
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Tabla N°5.1.1.5.1.1 Test G de Cochran para el porcentaje de recuperacion de tinidazol

tableta 500 mg

NO Concentracion Recuberacion Promedio de % Desv. Varianza
(ug/mL) b Recuperacion | Estandar
1 40 100.3847
2 (100%) 99.3242 99.6916 0.6006 0.3608
3 99.3658
4 40 99.2202
5 (100%) 98.9291 99.2410 0.3228 0.1042
6 99.5737
7 40 99.4905
8 (100%) 99.0954 99.4628 0.3543 0.1255
9 99.8025
Promedio 99.466
Desviacion estandar
(S) 0432 ¥ Si? = 0.5905
CV% 0.434%

Fuentes: Chemstation Software Agilent 8453 series y Programa Microsoft Excel 2010

Test de proporcionalidad
Test de Cochran
Dénde: Gexp < Gtab

SZ maxima
Gexp - Z Sz
1

S? maxima 0.3608

Gexp = = =0.6110
exp > S2 0.5905

Al comparar el valor experimental con el valor critico, se obtuvo un Gexp menor
que el Gtab, por tanto se cumple la hipétesis donde se comprueba que X o factor de
repuesta no tiene influencia en la variabilidad de los resultados de f (y/X) Gexp 0.6110<
0.966.
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Test de Student

Para esta prueba se utilizo el criterio que texp < tiab €n la tabla de t de Student n-1
grados de libertad y 0.05 grados de significacion el de tap = 4.303

Para ello se utiliz6 la siguiente ecuacién

__|100-%|*Vn
texp - AV

Ddnde:
X = Media del porcentaje de recuperacion
CV = Coeficiente de variacion del porcentaje de recuperacion

n = NUmero de muestras 3

_|100.00 — 99.466] * V3

Lexp = 0.434

. _0.534%1.732 _ 0.924
exp 0.434 T 0.434

texp = 2.131

texp < ttab = 2.131 < 2.306, se cumple con el criterio.

El ensayo del t de Student para comparar el valor promedio de las
concentraciones obtenidas con el valor esperado demostr6 que no hay diferencias
significativas entre la concentracion introducida y la recuperada, ya que el texp €s menor

al trab @ un nivel de confianza de 95% y n-2 grados de libertad con tan = 2.306.

5.1.2 PARAMETROS DEL METODO
5.1.2.1 Linealidad del Método Tinidazol tableta 500 mg

Para la determinacién de la linealidad se prepararon 5 soluciones muestras a
concentraciones de 32 pg/mL, 36 pg/mL, 40 pg/mL, 44 pug/mL. 48 pg/mL (80%, 90%,
100%, 110% y 120%). Se realizaron analisis por triplicado de cada solucion a una
longitud de onda de 276 nm y los resultados obtenidos fueron los siguientes:
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Tabla N° 5.1.2.1.1 Evaluacion de la linealidad del método de Tinidazol tableta
500 mg

X Y F =YX . Desv. .
Factor de Promedio . Varianza
Conc. Abs. Res t Estandar
puesta

0.7643 0.0096

3%8%94$L 0.7592 0.0095 0.00955 | 5.25 x10% | 2.76 x 1099
07676 0.0096
0.8659 0.0096

3‘(39‘690//:;" 0.8575 0.0095 0.00959 |5.64 x 10% | 3.18 x 1009
0.8666 0.0096
0.9622 0.0096

485*3/02)" 0.9689 0.0097 0.00966 | 3.32 x 10% | 1.10 x 1009
0.9656 0.0097
1.0683 0.0097

4(‘1{*3’02; 1.0602 | 0.0096 0.00968 | 3.85 x 10°% | 1.48 x 10-%°
1.0664 0.0097
1.1622 0.0097

4(81;3/02; 1.1570 | 0.0096 0.00967 |2.24 x 10°% | 5.03 x 1010
1.1608 0.0097
C. Correlacién 0.9996
C. Determinacion 0.9993
Intercepto -0.031
Pendiente 0.0099

Fuentes: Chemstation Software Agilent 8453 series y Programa Microsoft Excel 2010

En la tabla anterior se refleja los resultados obtenidos de la linealidad del
método para la verificacion de estos datos se procedieron a calcular
estadisticamente la pendiente, el intercepto, el coeficiente de determinacion (r) y de

correlacion (r?).
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Coeficiente de correlacion (r)

= Y= X) (vi =9)] _
V Si(xi-X)2 Xi(yi-Y)?

0.9996 (Ecuacion 3)

Coeficiente de determinacién (r?)
r?2 = 0.9996% = 0.9993 (Ecuacion 4)

A continuacion se presenta el calibrado y la ecuacion de la recta en ella se

observa una proporcionalidad entre concentracion y respuesta espectrofotométrica

Gréafico N°5.1.2.1.1 Linealidad del método de Tinidazol Tableta de 500 mg

Linealidad del método de cuantificacion de tinidazol tableta
de 500 mg
1,2000
?
1,1000
%
g 1,0000
Tn’ ~ y = 0.0099x - 0.031
% 0,9000 R*=0.9993
o ! ’,
c v
]
20,8000
o ¢
(7]
'2 0,7000
70 80 90 100 110 120 130
Concentracion %

Fuentes: Chemstation Software Agilent 8453 series y Microsoft Exel 2010

La ecuacién de la recta de la curva de calibracién, se expresa: y = 0.0099x —
0.031 con r = 0.9996 y r>= 0.9993
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5.1.2.2 Ecuacion de larecta de la linealidad del método espectrofotométrico UV-visible

Se utilizé el método de los minimos cuadrados, que consiste en ajustar estos pardmetros para minimizar la suma de

los cuadrados de los residuales y obtener funciones lineales.

Tabla N° 5.1.2.2.1 Anélisis de minimos cuadrados en los datos de linealidad del método

CO);C. AES. (xi N X) (xi —X )2 (yl B Y) (yl B y>2 (xl X) (yl Y) 2 x% Y - b* x+a :;S_ld(lfai’eg
80.000 | 0.7643 | -20.0000 | 400.0000 | -0.1992 | 0.0397 3.9843 6400 0.7647
80.000 | 0.7592 | -20.0000 | 400.0000 | -0.2043 | 0.0417 4.0863 6400 07647 | 3-67x10%
80.000 | 0.7676 | -20.0000 | 400.0000 | -0.1959 | 0.0384 3.0183 6400 0.7647
90.000 | 0.8659 | -10.0000 | 100.0000 | -0.0976 | 0.0095 0.9761 8100 0.8641 .
90.000 | 08575 | -10.0000 | 100.0000 | -0.1060 | 0.0112 1.0601 8100 o.sear | -81x10
90.000 | 0.8666 | -10.0000 | 100.0000 | -0.0969 | 0.0094 0.9691 8100 0.8641

100.000 | 0.9622 | 0.0000 | 0.0000 | -0.0013 | 0.0000 0.0000 10000 0.9635

100.000 | 0.9689 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0054 | 0.0000 0.0000 10000 00635 | 1-31x107
100.000 | 0.9656 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0021 | 0.0000 0.0000 10000 0.9635

110.000 | 10683 | 10.0000 | 100.0000 | 0.1048 | 0.0110 1.0479 12100 1.0629

110.000 | 1.0602 | 10.0000 | 100.0000 | 0.0967 | 0.0093 0.9669 12100 10629 | >-36x107
110.000 | 1.0664 | 10.0000 | 100.0000 | 0.1029 | 0.0106 1.0289 12100 1.0629

120.000 | 1.1622 | 20.0000 | 400.0000 | 01987 | 0.0395 3.9737 14400 1.1624

120.000 | 1.1570 | 20.0000 | 400.0000 | 0.1935 | 0.0374 3.8697 14400 11624 | 1.60 x 10%
120.000 | 1.1608 | 20.0000 | 400.0000 | 0.1973 | 0.0389 3.0457 14400 1.1624

1500.0000 | 14.4528 | 0.0000 3000 0.0000 | 0.2967 29.8270 153000

100.0000 | 0.9635 | 0.0000 200 0.0000 | 0.0198 1.9885

Fuentes: Chemstation Software Agilent 8453 series y Programa Microsoft Excel 2010
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Grafico N° 5.1.2.2.1.1 Analisis de los residuales de la linealidad del método

Gréfico de los residuales linealidad del método de tinidazol

0,01 -
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@ 0,005 -
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Concentracion %
Fuentes: Chemstation Software Agilent 8453 series y Microsoft Excel 2010
La distribucion de los puntos es aleatoria y no refleja ninguna tendencia

demostrandose la ausencia de error sistematico, observando el grafico se aprecia que

la distribucién de los residuos es aleatoria, por lo tanto, el sistema es valido.

La ecuacion utilizada para y fue la siguiente

Yy =bxx+a . (Ecuacion 5)

Conviene definir los valores de Sxx, Syy ¥ Sxy para encontrar la pendiente y el

intercepto:

1. Sxx = suma de los cuadrados de las desviaciones respecto a la media de los

valores individuales de x.

Sy = Z(xi —%)? = leg _ (Z;i)z (Ecuacion 6)

Donde:

x; = pares de datos individuales de x

x= valor medio o promedio de las variables (x)
S = Y(x; — %)% =3000.0000
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2. Syy = suma de los cuadrados de las desviaciones respecto a la media de los

valores individuales dey.

i2 E ion 7
Syy = Z(}’i —y)? = Zylz _ % (Ecuacion 7)

Doénde:
yi = pares de datos individuales de y

y = valores medio o promedios de las variables (y)

Cy)? _ 14.45272
Syy = Lyi — =5 =142221 - —— = 0.2967

3. Sxy = suma de los cuadrados de las desviaciones respecto a la media de los

valores individuales de x e y.

Sy = D B -F) = Y a2

(Ecuacion 8)

X Sy 1500 x 14.4527
Sxy = inyi - W = 1475.0970 — = = 29.8270

Para encontrar la ecuacion de la recta es necesario encontrar la pendiente y el

intercepto a partir de los datos calculados de la suma de los cuadrados.

Ecuacion de la pendiente (b):

b=5ﬂ

Sx (Ecuacion 9)

_29.8270
"~ 3000.0000
Doénde:

=0.0099

Sxy = suma de los cuadrados de las desviaciones respecto a la media de los valores

individuales de x e y.

Sxx = suma de los cuadrados de las desviaciones respecto a la media de los valores

individuales de x.
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Ecuacion del intercepto (a):

a=y—bx (Ecuacion 10)

a = 0.9635 — (0.0099 * 100.0000) = —0.0031

Segun el valor de la pendiente, la sensibilidad del método es de 0.0097 y el sesgo
del método es de - 0.0031 indicado por el valor del intercepto con r= 0.9997 y r? =
0.9994

5.1.2.3 Test de linealidad: test de student para la pendiente (b) en UV-Vis
Para demostrar que existe una pendiente significativamente distinta de cero se
aplicé la prueba de t Student, para un grado de significacion (a) de 0.05%, y n-2 grados

de libertad, siendo el valor critico de 2.160.

Para esta prueba debe de cumplirse que texp > ttab.
Para ello se utilizo la siguiente formula:

¢ _ |l (Ecuacion 11)
exp — g

Para calcular el texp €s necesario calcular primero la desviacion estandar de la

regresion (Sr) para poder obtener la desviacion estandar de la pendiente Sp.

Desviacion estandar de la regresion (Sr)

Syy — b3S
S, = % (Ecuacion 12)

¢ = 0.2967— ((0.0099)2%3000.000)
r 15-2

0.2967—- 0.29403
S, =
13

0.0026
13

= 1/2.0538 x 10-°% = 0.01433
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Desviacion estandar de la pendiente (Sh)
Para esta prueba debe de cumplirse que texp > tiab
Hipotesis:

Ho: texp < ttab

Hz1: texp > ttab

Sy = /Srz/sxx = (Ecuaciéon 13)

_ [(0.01433)? _ 05 _ —04
Sy = J /3000.000 = V6.8449 x 10798 = 2.616288 x10

Se obtiene:
bl _ 0.0099 _
Lexp = S,  2.616288x 10794 37.8399

Se comprueba estadisticamente que existe una pendiente diferente de cero,
obteniendo el texp mayor que al twb, siendo el texp de 37.8399 > twan 2.160, lo que
demuestra que existen diferencias significativas.

El intervalo de confianza confirma lo demostrado por el test de Student la
pendiente no incluye el cero.

Intervalo de confianza (IC) para la pendiente se calcula:
IC=bxt*Sp-= (Ecuacion 14)

0.0099 + 2.160 *2.616288 x 10 %
0.0099 + 5.651182 x 104
0.0093 a 0.0105

5.1.2.4 Test de proporcionalidad: test de student para el intercepto (a) en UV-
VIS

Para llevar a cabo este test se recurrié a la prueba de significacion de t de Student
para n-2 grados de libertad y un grado de significacién (a) 0.05. El valor de t Student
de tabla es de 2.160, siendo esta mayor que al experimental lo que demuestra que el
sesgo no es estadisticamente significativo.
Hipotesis:

Ho: texp > ttab

Ha: texp < ttab
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Debe de cumplirse que el test experimental del intercepto debe ser menor al test critico.
texp () < ttab .Para ello se utilizé la siguiente férmula:

_al

t, S
a (Ecuacion 15)

|a|=valor absoluto del intercepto
S,=Desviacion estandar del intercepto

Se calcul6 primero la desviacion estandar del intercepto:

1
S, = S, * JN_(in)z/ 57 (Ecuacién 16)

1
15—-(2250000/153000)

1
Sq = 0.01433 \/%
1
Sq = 0.01433 \/—
0.2941

Sq = 0.01433 * v3.4002
Sq = 0.01433 x 1.84396

Sq = 0.01433 * \/

S, = 0.0264

la| |- 0.031]
texp(a) = S_a = —00264 =-1.1742

Siendo texp (a) < ttab S&€ cOMprueba que la variable X es diferente de cero y que la
recta pasa por el origen de coordenadas para 2 grados de libertad = 13 en un nivel de
confianza de 95% y con un grado de significacion a = 0.05. El tiap para las condiciones

planteadas anteriormente es de 2.160 siendo texp (a)= -1.1742 < trab=2.160
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El intervalo de confianza (IC) para el intercepto se calculo6:

ICa=a+t*Sa= (Ecuacion 17)
-0.031 + 2.160 * 0.02656
-0.031 + 0.05737
-0.884 a 0.0264

5.1.2.5 Test G de Cochran varianza de los factores de respuesta
La prueba de Cochran se realizé para determinar si el factor de concentracion

tiene influencia en la variabilidad de las respuestas

SZ maxima

G = Ecuacion 18
exp 3 Siz ( )

Donde:
S?maxima: Varianza maxima de los grupos

¥ SZ: Sumatoria de la varianza de cada grupo

Donde:

K; es el numero de grupo de datos o numeros de réplicas

v; es el numero de grados de libertad definido como nNmax - 1, donde nmax €s el mayor
de los tamafios de la muestra

a; el nivel de significancia es usualmente 0.05.

El criterio de aceptacion: si el Gy, < Gt significa que las varianzas de las
concentraciones son homogéneas, es decir que el factor de concentracién no influyen

estadisticamente en la variabilidad de los resultados.
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Prueba de homogeneidad de varianzas

Tabla N° 5.1.2.5.1 Test de G de Cochran varianza de los factores de respuestas

de tinidazol tableta 500 mg

F=YIX

Co)r(wc. Absorgancias Fraecstgtrjeess ,[C;e Promedio Esl?[gri\él.ar Varianza
32ua/mL 0.7643 0.0096
(g‘g(yg)‘ 0.7592 0.0095 0.00955 | 5.25x10% | 2.76 x 10
0.7676 0.0096
36 ua/mL 0.8659 0.0096
(9%% AS’ 0.8575 0.0095 0.00959 | 5.64x 107 | 3.18x 10
0.8666 0.0096
40 pg/mL 0.9622 0.0096 . .
(100%) 0.9689 0.0097 0.00966 3.32x 10 1.10x 10
0.9656 0.0097
44 pgimL 1.0683 0.0097 _ _
(110%) 1.0602 0.0096 0.00968 | 3.85x 1075 | 1.48x 107
1.0664 0.0097
1.1622 0.0097
4(8128(/,2])L 1.1570 0.0096 0.00967 2.24 x 10 5.03 x10?°
1.1608 0.0097
Promedio (x) 0.00963 ¥ 5% =9.03 x 10
Desviacion estandar (S) | 1.3981 x 10

Fuentes: Chemstation Software Agilent 8453 series y Programa Microsoft Excel 2010

La hipotesis es:
Ho = Gexp < Gtab
H1 = Gexp > Gtab

G

_3.18X107%
eXP " 9,03X 10709

=3.52x 1001
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Al comparar el valor experimental con el valor critico se obtuvo un G,,, menor

que el G de la tabla, por tanto se cumple que f(y/x) no tiene influencia en la variabilidad
de los resultado de f(y/X) Geyp 3.52x 10 < Grab (0= 0.05, k=5, n=3) 0.683

5.1.2.6. Coeficiente de variaciéon de los factores de respuesta
Al aplicar la prueba de la linealidad mediante los coeficientes de variacion de los
factores de respuesta se obtuvo como resultado un coeficiente de variacion de 0.145

% < 2% demostrandose la adecuada linealidad del método.

(Ecuacion 19)

Xil©»

CU =
Dénde:
S = desviacion estandar

X = media de los resultados

La desviacion estandar global de los factores de respuesta es de 1,3981 x 10 y el

promedio global es de 0,00963 por tanto

1.3981 x 10795
v = * 100 = 0.145%
0.00963

Al aplicar la prueba de la linealidad mediante los coeficientes de variacion de los
factores de respuesta se obtuvo como resultado un coeficiente de variacion de 0.145%
siendo menor al 2% demostrandose la adecuada linealidad del método.
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Tabla N° 5.1.2.7 Analisis de varianza de los factores de respuesta del método de tinidazol tableta de 500 mg

Andlisis de la varianza Andlisis de Residual Andlisis de la Regresion
y

con | abe | FEbexta | wi-y | G-9? | 9-v | @-9)
80 0.7643 0.7647 -0.0004 |1.34x 107 -0.1988 0.0395
80 0.7592 0.7647 -0.0055 |2.99x 10 -0.1988 0.0395
80 0.7676 0.7647 0.0029 |[8.60x 1006 -0.1988 0.0395
90 0.8659 0.8641 0.0018 |[3.28x 10706 -0.0994 0.0099
90 0.8575 0.8641 -0.0066 |4.34 x 100 -0.0994 0.0099
90 0.8666 0.8641 0.0025 |[6.30x 10706 -0.0994 0.0099
100 0.9622 0.9635 -0.0013 |1.72x 10 0.0000 0.0000
100 0.9689 0.9635 0.0054 |[2.90x 100° 0.0000 0.0000
100 0.9656 0.9635 0.0021 |[4.35x 10706 0.0000 0.0000
110 1.0683 1.0629 0.0054 |2.88x10% 0.0994 0.0099
110 1.0602 1.0629 -0.0027 |7.49 x 100 0.0994 0.0099
110 1.0664 1.0629 0.0035 |1.20x10% 0.0994 0.0099
120 1.1622 1.1624 -0.0002 |2.56.x.10°8 0.1988 0.0395
120 1.1570 1.1624 -0.0054 |2.87 x 100 0.1988 0.0395
120 1.1608 1.1624 -0.0016 |2.43x10° 0.1988 0.0395

X =100 z)i 1‘4_04'%7 X=0099 | SCres=2.0616 x 107 SCree =0.2965

Fuentes: Programa Microsoft Excel 2010
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La ecuacion utilizada para calcular y, fue la siguiente

y=bxx+a (Ecuacion 5)

Segun (Aguirre, 2001), el analisis de la varianza se fundamento en la suma de
cuadrados totales la cual esta conformada por dos componentes la suma de cuadrados
de los residuales y la regresiéon SCT = SCres + SCrec

Se calculé la Varianza residual (S%y.x) a partir de los datos de los minimos

cuadrados, con la siguiente ecuacion:

Varianza Residual

_$2
VRes = S3zr,x = Z(J:T) (Ecuacion 20)

2.0616 x 10704
15-2

VREs = S}z,,x =
VRes = Sgy = 1.5859 x 10°%

SC+ = SCres + SCrEec (Ecuacion 21)
SCt=2.0616 x 104 + 0.2965
SCr=0.2967

Varianza de la Regresion

Z(Yi-Y)?
VREG = SSZ,* = % (Ecuaciéon 22)
Vree = S2, = >0 = 00198

Una vez realizada la homogeneidad de varianzas y calculo residuales se realizo
el calculo de Fisher (F), donde debe de cumplirse que Fexp > F tab.
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Fe VRkeG (Ecuacio:
VREs

La hipotesis es:
Ho = Fexp > Ftab
H1 = Fexp < Ftab

001978

Doénde:

SCrec: suma de cuadrados de la regresion.
VRes:1.58 x 1095

Vrec: 0.01978

Por lo tanto Fisher serd: 1251.8987 Ftab (0.05, 1, n-2) = 4.667 cumpliendo el

criterio de aceptacion, demostrando la existencia de una pendiente diferente de cero.

Se validé la linealidad de la metodologia del método, para lo cual se partié de una
solucion concentrada de tinidazol, preparando una curva de calibrado con cinco niveles

de concentracion del analito en el rango de trabajo de 80% - 120%.

Con respecto a la evaluacion de los coeficientes de determinacion r? y de
correlacion r en el método demostraron correlacién entre la concentracion (%) y la

sefal obtenida (Absorbancias).

Se aplicaron diferentes test estadisticos para demostrar la linealidad del método,
incluyendo el ajuste de la curva de calibracién por el andlisis de los minimos
cuadrados, pudiéndose obtener los valores de la pendiente y el intercepto, aplicando
el t de Student para demostrar que existe diferencia significativa.
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Con la aplicacion del test de Cochran se demostré la homogeneidad de varianza.
Se realiz6 el analisis de la varianza de la regresion ANOVA, se evaluaron los residuos
y se determind que estos son independientes y tienen distribucion normal, presentando

homocedasticidad y que la relacion entre concentracion y absorbancias es lineal.

5.1.2.8 Precision del método en espectrofotometria UV-visible
Para evaluar la precision se trabajéo con muestras de estandar secundario de
Tinidazol con un grado de pureza de 99.9%. El estudio de la precision se realizé

mediante la evaluacion de la repetibilidad y precision intermedia del sistema.

5.1.2.8.1. Repetibilidad del Método en espectrofotometria UV-visible
La repetibilidad se analizé6 mediante la evaluacion de 10 determinaciones a una
concentracion del 100% se determinaron los valores medios, desviaciones estandar y

los coeficientes de variacion en funcién de los factores de respuesta.

Tabla N° 5.1.2.8.1.1 Evaluacion de repetibilidad del método de tinidazol tableta
500 mg

o . f(y/x
| N® de Concentracion (%) Absorbancias Y Fact(gre; de
ecturas X
respuestas
1 100.000 0.9655 0.0097
2 100.000 0.9550 0.0096
3 100.000 0.9557 0.0096
4 100.000 0.9543 0.0095
5 100.000 0.9515 0.0095
6 100.000 0.9577 0.0096
7 100.000 0.9569 0.0096
8 100.000 0.9531 0.0095
9 100.000 0.9636 0.0096
10 100.000 0.9617 0.0096
Promedio de f (Y/X) 0.0095
Desviacion Estandar f (Y/X) 0.000046
CV% de f (Y/X) 0.485%

Fuentes: Programa Microsoft Excel 2010
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5.1.2.8.1.1.1 Evaluacion estadistica para la repetibilidad del método en
espectrofotometria UV-visible

Para la evaluacion de la precision del método en términos de repetibilidad se

evaluaron los siguientes parametros, en donde se muestran valores obtenidos segun
tabla5.1.2.8.1.1.

» Media
X = % (Ecuacion 24)
= _ 0.0958
X =
10
X =0.0095

» Desviacion estandar (S)

z(xi—x)2

(Ecuacion 25)

S — J1.9434 x107%8

\/1 9434 x107%8
—0.

000046

En la precisién en condiciones de Repetibilidad en funcion del factor de respuesta
se obtuvo una desviacion estandar pequefia con un valor de 0.00005 indicando la

buena precision del sistema donde demuestra que no se observd una diferencia
significativa.

Yeltsin Ramin Ruiz Blandin- Meisés David Paizane Hewndndez Pagina 84



Validaciin del Métoede Espectrofetométriice para la Cuantificaciin Jinidazel tabiletas de 500 mg

» Coeficiente de variacion (CV)
El coeficiente de variacion (CV) nos indica la relacion existente entre la desviacion
de una muestra y su media. Al dividir la desviacion tipica por la media se convierte en

un valor de unidad de medida.

El coeficiente de variacion entre los datos se calcula utilizando la siguiente ecuacion:

S
CV = =%+100
X

0.000046

= — = 0
0.0005 * 100 = 0.484%

Se aprecia, que el CV% esta por debajo de 2% obteniendo un valor de 0.487%,
indicando que la técnica cumple con los parametros establecidos, siendo el ensayo

repetitivo y a la misma vez aceptable.

5.1.2.8.2 Precision intermedia del método en espectrofotometria UV-visible
La precision intermedia se realiz6 para evaluar las fuentes de variacion en el
analisis inter analista e inter dia, se trabajé con concentraciones al 100% (40 ug/mL)

para ambos dias.

Se aplico el estadistico de t student y la prueba de Fisher para determinar si
existian diferencias significativas entre los resultados analiticos obtenidos por ambos

analistas.

Los datos obtenidos estan representados en funcién al factor de respuesta para

determinar si influye en la variabilidad de los resultados.
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Tabla N° 5.1.2.8.2.1 Evaluacion de la precision intermedia interdia e interanalista

3 . Concentracion Factor de respuesta . Desviacidn o
Dia | Analista (%) Abs de la muestra £(Y/X) Promedio Estindar CV (%) | CV global

100 0.9578 0.00958
100 0.9589 0.00959
100

1 0.9608 0.00961 00095 | 32x107 | 0.2671
100 0.9617 0.00962
100 0.9627 0.00963
100 0.9559 0.00956

1

100 0.9618 0.00962
100 0.9541 0.00954

2 100 0.9612 0.00961

0.0095 1.68 x 10712 0.3781
100 0.9554 0.00955 X
100 0.9566 0.00957
100
0.9533 0.00953 0.2852

100 0.9578 0.00958
100 0.9590 0.00959
100

1 0.9587 0.00959 0.0095 | 3.78x 1071 | 0.1539
100 0.9615 0.00962
100 0.9588 0.00959
100 0.9572 0.00957

2

100 0.9589 0.00959
100 0.9538 0.00954
100 0.9597 0.00980

2 0.0095 1.56 x 10710 0.3418
100 0.9608 0.00961 X
100 0.9535 0.00954
100 0.9546 0.00955

Fuente: Programa Microsoft Excel 2010
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En la tabla anterior se aprecia que los coeficientes de variacion experimentales

en los dos analistas y en diferentes dias estan por debajo del 2%, cumpliendo con el

criterio de aceptaciéon (CV < 2%).

Tabla N° 5.1.2.8.2.1.1 Evaluacion estadistica para la precision intermedia en

espectrofotometria UV-visible

Analisis de Varianza 100 %

Resumen
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Analista 1 2 0.01918 0.00959 3.2x101
Analista 2 2 0.01913 0.00956 1.6 x 1012
Dia 1 2 0.01918 0.00959 3.2x101
Dia 2 2 0.01913 0.00956 1.6 x 1012
Origen de Suma de Grados | Promedio N valor critico
_ Ia_s drados | . de de los F Probabilidad ara E
variaciones cua libertad | cuadrados P
Filas 5.1001 x 10°1° 1 5.1 x1010 |21.0976 0.13647 161.44763
Columnas | 9.5069 x 1012 1 9.5x 1012 | 0.3932 0.64341 161.44763
Error 2.4174 x 1011 1 2.4 x 1011
Total 5.4369 x 101° 3

Fuente: Programa Microsoft Excel 2010

Se realiz6 un andlisis de la varianza de los datos aplicandose el test de Fisher.

Los valores obtenidos demostraron que no existen diferencias significativas entre las
precisiones alcanzadas por los analistas en diferentes dias para una probabilidad de
0.05 ya que el valor de Fexp €s menor que Fb (inter analista Fexp 21.0976 < Ftab
161.4476; inter dia Fexp 0.3932 < Ftab 161.4476).
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Tabla N°5.1.2.8.2.1.2 Precisién intermedia analista A

Dia 1 Dia 2 Dial-Dia 2 | Valor absoluto Analista A
9.580 x 10 | 9.580 x 1073 0 0 | %]
9.589 x 102 | 9.590 x 10° | -1.0x 10 1.0 x 10 texp = (svn)
9.608 x 103 | 9.587 x 10° | 2.1x10 % 2.1x10 %
9.617 x 103 [ 9.615x 10° | 2.0x 10 2.0 x 10 08 texp
9.627 x 10° | 9.588 x 102 | 3.9x 10 % 3.9x 10 %
9.559 x 10° | 9.570x 10° | -1.3x10% | 1.3x10 % . 127x107%
Promedio 1.27 x 10% B (1.5319 x 10-95v/6)
S| 1.5319x10%
J6 | 244948974 =0.3384
Tabla N° 5.1.2.8.2.1.3 Precision intermedia analista B
Dia 1 Dia 2 Dial-Dia 2 | Valor absoluto
9.618 x 103 | 9.589 x 10% | 9.6 x 10° 9.6 x 103 Analista B
9.541 x 102 | 9.538 x 103 | -4.8 x 10% 4.8 x 10 _
9.612 x 103 | 9.797 x 103 | 7.4x 100 7.4 x 10 b= *
9.554 x 10° | 9.608 x 10° | -2.4 x 10™ 2.4x10% P (svn)
9.566 x 103 | 9.535 x 108 | -4.2 x 10 4.2 x 10 03
9.533x 10° | 9.546x 107 | -2.0x10% | 20x10% | , _ _ L67x10
Promedio | 1.67 x10% P (3.894 x 107°36)
S| 3.894x10° 17
V6 | 2.44948974 = 0.1750
Tabla N° 5.1.2.8.2.1.4 Precision intermedia analista A vs B Dia 1
Analista A | Analista B Analista A-B | Valor absoluto
Analista A vs B (Dia 1)
9.578 x 10 | 9.618 x 102 | -4.00 x 10 4.00 x 10% _
9.589 x 103 | 9.541 x 10° | 4.80 x 10® 4.80 x 10 oo *
9.608 x 10° | 9.612 x 10° | -4.00 x 10 4.00 x 10% P (svn)
9.617 x 103 | 9.554 x 10° | 6.30 x 10® 6.30 x 10
9.627 x 10° | 9.566 x 10° | 6.10 x 10% |  6.10 x 10 . 109« 1077
9.559 x 10° [ 9.533x 10° [ 2.60 x 10 2.60 x 10 “P (2,55 x 10°%/6)
Promedio 1.09 x10°3
S 2.55 x 1093 = 0.1745
V6 | 2.44948974
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Tabla N° 5.1.2.8.2.1.5 Precisién intermedia analista A vs B Dia 2

Analista A | Analista B | Analista A-B | Valor absoluto | Analista A vs B (Dia 2)
9.578 x 103 | 9.589x 103 | -1.1x10% 1.1 x 100 %
9.590 x 10 | 9.538 x 102 5.2 x 10% 5.2 x 10 Lexp = m
9.587 x 10 | 9.797 x 103 -2.1x10% 2.1x10%
9.615 x 103 | 9.608 x 103 7.0 x 10°% 7.0 x 10 £ 98 5 10-05
9.588 x 102 | 9.535 x 103 5.3x 100 53x10% | ¢,,, = :
9.572 x 103 | 9.546 x 103 2.6 x 105 2.6 x 10 (7.6129 x 10-95/6)
Promedio 5.98 x 10°%®
S| 7.6129x10% = 0.3206
V6 | 2449489743

Tabla N° 5.1.2.8.2.2 Precisién intermedia, interdia e interanalista

t estadigrafo de Student

Analista: Avs. B
Analista: A | Analista: B Férmula
ler dia 2do dia

texp | 0.3384 0.1750 0.1745 0.3206 ||
lexp = 7~
ttab 2.570 2.570 2.570 2.570 (S\/ﬁ)

Texp < tiab. NO existe diferencias significativas

Fuente: Programa de Microsoft Excel 2010

Enlatabla5.1.2.8.2.2 se observa que al realizar la prueba de Student para ambos
analistas, el valor experimental result6 ser menor que el tabulado 2.570, lo cual
demuestra que no existen diferencias significativas entre las medias alcanzadas con

un nivel de significacion de un 5%.

5.1.2.9 Robustez

Se realiz6 el parametro de robustez como se indica en el inciso 4.10.3. y se
leyeron en el espectrofotometro que se utilizo para el resto de los estudios (lampara
A) luego, se cambid la lampara por una nueva (lampara B) y se volvieron a leer las

mismas muestras obteniendo los resultados que se presentan en la tabla 5.1.2.9.1.
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Tabla N°5.1.2.9.1 Evaluacion de larobustez de tinidazol tableta 500 mg

C . Concentracion |Absorbancias |Absorbancias .| Desviacion %
ambio |Muestra i Promedio . CV % .,
(%) de la muestra | del estandar estandar Recuperacion

1 100 0.95554 0.9646 99.0638

2 100 0.95504 0.9646 99.0120

3 100 0.95568 0.9646 99.0783

Lampara 4 100 0.95429 0.9646 98.9342
A 5 100 0.95152 0.9646 0.9550 0.0020 0.0020 98.6471

6 100 0.95774 0.9646 99.2919

7 100 0.95689 0.9646 99.2038

8 100 0.95310 0.9646 98.8109

Promedio 99.0053

1 100 0.96792 0.9646 100.3473

2 100 0.96814 0.9646 100.3701

3 100 0.96556 0.9646 100.1026

Lampara 4 100 0.96626 0.9646 100.1752
B 5 100 0.96531 0.9646 0.9663 0.0011 0.0011 100.0767

6 100 0.96608 0.9646 100.1565

7 100 0.96523 0.9646 100.0684

8 100 0.96574 0.9646 100.1213

Promedio 100.1773

|C.V global | 0.0022

Fuente: Programa Microsoft Excel 2010

El método es robusto para el cambio de lampara, ya que el porcentaje promedio recuperado esta entre el 90.0% vy el

110.0%, el coeficiente de variacion global es menor al 2.00%.
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5.1.2.10 Test de disolucion

Se realizo el test de disolucion para comprobar la cantidad de farmaco que se

libera por unidad de tiempo y evaluar la calidad del producto. Una vez concluido el

tiempo programado para tomar las muestras de las seis estaciones, se realizaron

lecturas por triplicado, obteniéndose los siguientes resultados.

Tabla N° 5.1.2.10.1 Evaluacién del Test de Disolucién de Tinidazol tableta de 500 mg

Fuente: Programa Microsoft Excel 2010

. Concentracion | Absorbancias Absorbancias

Estaciones % de la muestras del estandar % Recuperado

100 0.9728 0.9646 100.86

vaso 1 100 0.9740 0.9646 100.98

100 0.9753 0.9646 101.11

100 0.9702 0.9646 100.59

vaso 2 100 0.9690 0.9646 100.46

100 0.9678 0.9646 100.34

100 0.9492 0.9646 98.42

vaso 3 100 0.9505 0.9646 98.54

100 0.9517 0.9646 98.67

100 0.9757 0.9646 101.15

vaso 4 100 0.9769 0.9646 101.28

100 0.9781 0.9646 101.41

100 0.9729 0.9646 100.87

vaso 5 100 0.9574 0.9646 99.26

100 0.9754 0.9646 101.13

100 0.9623 0.9646 99.77

vaso 6 100 0.9636 0.9646 99.90

100 0.9648 0.9646 100.03

Promedio 100.27

Desv. Estandar 0.9806

C.V (%) 0.9780

El test de Disolucion cumple con el criterio de aceptacion, siendo el valor obtenido
de Q =100.27% (Q > 80%) y un coeficiente de variacién de 0.9780 (CV < 5%).
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Tabla N° 5.2 Resumen de resultados de validacion de tinidazol tableta 500 mg

en espectrofotometria UV-visible

Principio Activo: Tinidazol Tipo de Validacion Resultados
Prospectiva Validacién
Ensayos
Especificaciones Sistema | Método
1. Aptitud del sistema
- Interferencia de excipientes No debe presentar
interferencia de
excipientes Cumple Cumple
- Coeficiente de variacion C V CV<2%
2. Linealidad
- Coeficiente de variacion C V CV<2%
- Coeficiente de correlacion r = 0.9950
- Coeficiente de determinacion r? = 0.9980
- Intercepto (a)
- Intervalo de confianza para el El intervalo debe incluir el
intercepto cero
- Test det para evaluar la
significacion estadistica de texp< tiab (tan=2.16)
desviacion estandar del
intercepto
- Pendiente (b) Aproximadamente a 1
- Intervalo de confianza de la El intervalo no debe incluir Cumple Cumple
pendiente el cero
- Test det para evaluar la
significacion estadistica de texp > tiab (tan = 2.16)
la desviacion estandar de la
pendiente
- Test de Cochran Gexp < Grab (Gab = 0.683)
La distribucion de los
- Grafico de residuales puntos debe ser aleatoria y
no debe reflejar ninguna
tendencia.
3. Precision
- Repetibilidad CV<2%
- Precisién intermedia CV global <2 % Cumple Cumple
4. Exactitud
- % Recuperado promedio 90.0 % - 110.0 %
- Test de Cochran Gexp < Grab (Gran= 0.966) Cumple Cumple
- Test de Student texp < trab (tan = 4.303)
5. Robustez
. CV<2%
- Robustez del método Cambio de lampara Cumple Cumple
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6.1 CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos de la fase experimental se ha demostrado la Validez
de la metodologia para la cuantificacion y disolucion de Tinidazol tableta de 500 mg,
verificandose los pardmetros de aceptacion planteados por la USP-36 y el RTCA
11:03:39.06.

e Se comprobo la idoneidad del método analitico, para la cuantificacion de
tinidazol tabletas de 500 mg, por espectrofotometria UV-visible cumpliendo con

los criterios de aceptacion teniendo como resultado un CV <2%.

e Latécnica analitica por espectrofotometria UV-visible para la cuantificacion de
Tinidazol tableta 500 mg demostro: ser lineal, precisa, exacta, y robusta en el
rango de aceptaciones estudiadas, cumpliendo con la hipétesis planteada, por
lo cual puede ser utilizado para el control de calidad.

e EIl test de disolucion cumple con los criterios establecidos, se obtuvo un
porcentaje de recuperacién de 100.27%, con un coeficiente de variacién de
0.9780 % proporcionando resultados que comprueban que el producto es

confiable para el consumo humano.
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7.1 RECOMENDACIONES

Se recomienda la realizacién del estudio de estabilidad y del parametro de
selectividad ya que por diferentes razones; como el tiempo que se programo para el
estudio, el uso de reactivos y materiales de laboratorio, recursos econémicos entre

otros no se realiz0 y los cuales son parametros nexos en una validacion analitica.

Que la universidad gestione los equipos necesarios con los organismos que
tienen convenio para que los estudiantes lleven la teoria a la practica para asi
desarrollar sus conocimientos y de esta manera adquirir las habilidades necesarias

para el desarrollo en el campo laboral en la industria farmacéutica.

Enviar una copia de la monografia a la jefatura del Laboratorio Nacional de
Control de Calidad del Ministerio de Salud y a la jefatura del departamento de la
direccién General de servicio de salud, para brindar informacion accesible de consultas

sobre el tema.
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GLOSARIO

Amebiasis: Enfermedad intestinal causada por un parasito microscépico llamado

Entamoeba histolytica y en la que a veces puede extenderse a otros 6rganos.

Analito: Componente especifico de una muestra, a medir en un andlisis.

Autoridad reguladora: Ente responsable de Registro Sanitario y/o vigilancia
Sanitaria de cada Estado.

Especificaciones: Descripcion del material, sustancia o producto, que incluye la
definicion de sus propiedades y caracteristicas, con las tolerancias de variacion de

los pardmetros de calidad.

Especificidad o selectividad: Capacidad de evaluar, medir e identificar
simultdneamente o separadamente, los analitos de interés de forma inequivoca sin
interferencias de impurezas, productos de degradacién, compuestos relacionados,

excipientes y otras sustancias presentes en la matriz de la muestra.

Espectrofotometria: Método de analisis éptico que permite comparar la radiacion
absorbida o transmitida por una solucién que contiene una cantidad desconocida

de soluto y una que contiene una cantidad conocida de la misma sustancia.

Espectrofotometro: Instrumento usado en el analisis quimico que sirve para medir
en funcion de la longitud de onda, la relacion entre valores de una misma magnitud
fotométrica relativa a 2 haces de radiaciones y la concentracion o reacciones

guimicas que se miran en una muestra.

Exactitud o veracidad: Es la proximidad entre los resultados de la prueba
obtenidos mediante ese método y el valor verdadero.
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Homocedasticidad: Multivariable estadistica que considera la varianza de la
variable error constante. La Homocedasticidad es que la varianza de los residuos

es constante y no varia en los diferentes niveles del factor.

Impurezas: Sustancias ajenas a la formula cualicuantitativa que pueden provenir
de los procesos de fabricacion y de almacenamiento, incluyendo la degradacion de
las materias primas (principios activos y productos farmacéuticos auxiliares) y

formas de dosificacion.

Intervalo: Amplitud entre las concentraciones inferior y superior de analito
(incluyendo esos niveles), en la cual se puede determinar el analito con un nivel

adecuado de precision, exactitud y linealidad.

Limite de cuantificacion: Minima cantidad del analito en una muestra que puede

ser cuantitativamente determinada con precisién y exactitud aceptable.

Limite de deteccidén: Minima cantidad de analito en una muestra que puede ser
detectada por una Unica medicién, pero no necesariamente cuantificada con un

valor exacto.

Linealidad: Capacidad para obtener resultados de prueba que sean
proporcionales ya sea directamente o por medio de una transformacion matematica

bien definida, a la concentracién de analito en muestras en un intervalo dado.

Matriz: Esta conformado por el principio activo y los excipientes que dependera del

preparado farmacéutico.

Método Analitico: Adaptacién especifica de una técnica analitica para un
propésito de medicion seleccionado, en la cual se identifican los recursos

materiales y el procedimiento.
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Muestra: Porcion del material a evaluar.

Parametros de desempefio analitico, parametros de mérito o elementos
requeridos para el ensayo de validacion: Caracteristicas de validacion que
necesitan ser evaluadas y que tipicamente corresponden a la siguiente lista:
exactitud, precision, especificidad, limite de deteccion, limite de cuantificacion,
linealidad e intervalo de linealidad.

Precision Intermedia: Precision de un método analitico, expresada como la
concordancia relativa obtenida entre determinaciones independientes realizadas

en un mismo laboratorio, por diferentes analistas, en distintos dias.

Precision: Grado de concordancia entre los resultados analiticos individuales,
cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una

muestra homogénea del producto o de una referencia.

Procedimiento analitico: Descripcion detallada de los pasos necesarios para

aplicar un método analitico.

Profilaxis: Conjunto de medidas que se toman para la prevencion de una

enfermedad.

Repetibilidad: Precisién de un método analitico, expresada como la concordancia
entre determinaciones independientes realizadas por diferentes laboratorios.

Validacion de un procedimiento analitico: Procedimientos para establecer
pruebas documentadas que demuestren cientificamente que un método analitico
tiene las caracteristicas de desempefio que son adecuados para cumplir los
requerimientos de las aplicaciones analiticas pretendidas. Implica la demostracion

de la determinacion de las fuentes de variabilidad y del error sistematico y al azar
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de un procedimiento, no solo dentro de la calibracion sino en el analisis de muestras

reales.

e Validacién del método analitico: Proceso por el cual se demuestra, por estudios
de laboratorio, que la capacidad del método satisface los requisitos para la

aplicacion analitica deseada.

e Validacién: Establecimiento de la evidencia documental que un procedimiento
analitico conducirda con alto grado de seguridad a la obtencion de resultados
precisos y exactos dentro de las especificaciones y atributos de calidad

previamente establecidos.
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Validaciin del Métoede Espectrofetométrice para la Cuantificaciin JTinidazol tabletas de 500 mg

ABREVIATURAS

e %: Porcentaje

e Xx: Media aritmética de x

e y: Media aritmética de y

e Y.y ponderada

e a: Intercepto

e Abs: Absorbancias

e Db: Pendiente

e BPM: Buenas Practicas de Manufactura

e COMEICO: Consejo de Ministros de Integraciéon Econdmica de Centroamérica

e Conc.: Concentracion

e CV: Coeficiente de variacion o desviacion estandar relativa

e CVyi: Coeficiente de variacion de regresion

e FDA: Agencia de Alimentos y Medicamentos (Food and Drugs Administration)

e IC: Intervalos de confianza

e |[CH: Conferencia Internacional sobre Armonizacién de los Requisitos Técnicos
para el Registro de Productos Farmacéuticos para Uso Humano.

¢ |R: Infrarrojo

e LNCCM: Laboratorio Nacional de Control de Calidad de Medicamentos

e LOD: Limite de deteccion

e LOQ: Limite de cuantificacion

e mg: Miligramos

e MINSA: Ministerio de Salud

e mL: Mililitro

e Mta: Muestra

e nm: Nandmetros

e OMS: Organizacion Mundial de la Salud

e p.a: Principio activo

e r1: Coeficiente de correlacion

e r2: Coeficiente de determinacion
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RTCA: Reglamento Técnico Centroamericano

S: Desviacion estandar

S?: Varianza

SCT: Suma de cuadrados total

SCE: Suma de cuadrados residual

SCrec: Suma de cuadrados de la regresion

UNAN: Universidad Nacional Autbnoma de Nicaragua
USP: Farmacopea de los Estados Unidos de América
UV: Ultra violeta

Vis: Visible

pg/mL: Microgramo por mililitro

Kg: Microgramo
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Anexo N° 1
CARTA DECLARATORIA DEL LABORATORIO NACIONAL DE CONTROL
DE CALIDAD DE MEDICAMENTOS

Gobierno de Reconciliacién 2 @ & 5

» M :
| e v Unidad Nacional S
e @0 Pusblo, FreelderTE ! Z A eJard é./

U, ey,

=

Managua, 26 de febrero 2016

CONSTANCIA

A quien corresponda:

La suscrita directora del Laboratorio Nacional de Control de Calidad de Medicamentos, del
Ministerio de Salud hace constar que durante los equipos utilizados en este laboratorio cumplen
con la Norma NTN 04-001-05 “Requisitos Generales para la Competencia de Laboratorios
de Ensayo y de Calibracion”

En este sentido los equipos son calibrados y cualificados anualmente entre ellos:
- Espectrofotometro Ultravioleta- Visible marca Age4lin 8453, serie TN02501472
- Disolutor Hansson, serie 080210102
- Balanza analitica Ohaus Explore modelo EX 224, serie B441115826

Se extiende la presente para fines de completar requisitos en la defensa de monografia, en la
ciudad de Managua, a los veintiséis dias del mes de febrero del afio dos mil dieciséis

w MINISTERIO DE SALUD

= FE, DIRECCION GENERAL DE REGULACION SANITARIA

= FAMILIA LABORATORIO NACIONAL DE CONTROL DE CALIDAD DE MEDICAMENTOS
Y COMUNIDAD! Calle 15 de Septiembre de la gasolinera UNO Xolotlan 2 % cuadra al Oeste, Managua,

EN VICTORIAS ' Nicaragua Telefax: (505) 22441925, www.minsa.gob.ni E:mail Inccm@minsa.gob.ni
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Anexo N° 2

IDONEIDAD DEL METODO EN ESPECTROFOTOMETRIA UV-VISIBLE

2.1 ldoneidad del método para la cuantificacion de tinidazol tableta de 500 mg.

084
Blanco
g 0.6+
g
Bo04q
2
024
u_
2;0 Zliﬁ 21;0 3&0 3‘21 3;0 361] 3&0 Wavelength (hm)
0.8+
g 0.8+
¢
T
ES
Estandar de
024 ..
tinidazol
u_
2-;0 Zliﬁ 21;0 3&0 3‘21 3)10 3&1] 3&0 Wavelength (um)
1
034
% 084
g
g 04_
i
Muestra de
=7 tinidazol
u -
zﬁﬂ 230 zéu 2&0 3&0 3&0 Waelength ()

Fuente: Chemstation Software Agilent 8453 series
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Anexo N° 3
3 CALIBRADO DEL SISTEMA EN ESPECTROFOTOMETRIA UV-VISIBLE

3.1 Calibrado del sistema en absorbancias, estandar secundario de tinidazol

Curva de calibrado Std. De Tinidazol Conc. 120%
Std. De Tinidazol Conc. 100%
Std. De Tinidazol Conc. 90%
Std. De Tinidazol Conc. 80%

o = B e A

b YLl i b il m W £ B0 Waekrgth

:
Fuente: Chemstation Software Agilent 8453 series




Anexo N° 4
3.2 Célculos para las concentraciones

40pug/mL —> 100%

500 mg declara la tableta, para obtener una concentracion que se ajuste bien a
la curva de calibracién se parte de una concentracion 40 ug/ mL y se toma una alicuota
de 5 mL para obtener esta concentracion con el siguiente calculo.

24.15 mg tinidazol = 20 mg transferidos en un matraz aforado de 100 mL multiplicado
por el volumen tomado 5 mL entre el volumen del material volumétrico 25 mL por 1000.

20mg 5mlL
*
100mL 25mL

Para obtener las concentraciones de la curva de calibracion partimos de la

* 1000 = 40 ug/mL

concentracion al 100 % utilizando una regla de tres.

100 % 40 ug/mlL
80 % X
X = 80 x400/100 = 32 pg/mlL
Para obtener el volumen tomado para llegar a las concentraciones deseadas de

igual manera se parte del volumen del 100 % utilizando una regla de tres.

40 pg/mL 5mL
32 pg/mL X
X =32 %5/40 =4mlL

Asi respectivamente se realizaron los calculos para cada concentracion para
realizar la curva de calibrado, la linealidad del sistema, linealidad del método y para

las tres concentraciones de la exactitud.




Anexo N° 5
4. ESPECTROS DE LA LINEALIDAD DEL SISTEMA Y DEL METODO
4.1 LINEALIDAD DEL SISTEMA

Linealidad del sistema en absorbancia, estandar de Tinidazol.

Std. De Tinidazol Conc. 120%

Std. De Tinidazol Conc. 100%
Std. De Tinidazol Conc. 90%
Std. De Tinidazol Conc. 80%

Abscrbancse a0

bl 240 260 280 300 30 40 80 80 Waelength (im)

A

Fuente: Chemstation Software Agilent 8453 series

4.2 LINEALIDAD DEL METODO

Linealidad del método en absorbancia, muestra de tinidazol tableta 500 mg.

———e—

Mta. De Tinidazol Conc. 120%

Mta. De Tinidazol Conc. 100%
Mta. De Tinidazol Conc. 90%
Mta. De Tinidazol Conc. 80%

Sbhsorbance LAl

m 0 0 230 00 m kT 30 280 Waekneth (i)

Fuente: Chemstation Software Agilent 8453 series




Anexo N° 6
5. ESPECTRO DE LA PRECISION EN CONDICIONES DE REPETIBILIDAD DEL
SISTEMA Y DEL METODO

5.1 REPETIBILIDAD DEL SISTEMA

Repetibilidad del sistema en absorbancia, estandar de tinidazol.

Estandar de tinidazol Conc. 100%

08+

08+

04+

Sbsorbance Lol

0.2+

-7 - - T - - ~T -7 T " T ' 1 ' T ' T T ' T T T T
20 240 0 280 300 320 34 30 20 Waukneth ()

Fuente: Chemstation Software Agilent 8453 series

5.2 REPETIBILIDAD DEL METODO

Repetibilidad del método en abasorbancia, muestra de tinidazol tableta 500 mg.

14

08 Muestra de tinidazol Conc. 100 %

Absorbance CALD

0.4+

0.24

T
220 240 260 20 200 k] 40 60 80 Wauelengt ()

B

Fuente: Chemstation Software Agilent 8453 series
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Anexo N°7
5.3 PRECISION INTERMEDIA DEL METODO ESPECTROFOTOMETRICO DE
MUESTRA DE TINIDAZOL TABLETA 500 MG INTERANALISTA-DIA 1
Precision intermedia INTER-ANALISTA DIA 1

L e il sl b (L= =_==_]]
08
Concentracién 100%
g 084
g
P o .
] Precisidon intermedia
12l Analista Moisés
‘ Primer dia
u_
zéu 240 2 20 W m 34 0 W Vewdergt G

Concentracion 100%

Sbh=orbancs= CALD

Precision intermedia
Analista Yeltsin

024 Primer dia

m %0 0 00 kil kX 4 30 20 Weingth (m)

i
Fuente: Chemstation Software Agilent 8453 series




Anexo N° 8
5.4 PRECISION INTERMEDIA DEL METODO ESPECTROFOTOMETRICO DE
MUESTRA DE TINIDAZOL TABLETA 500 MG INTERANALISTA-DIA 2

Concentracién 100%
8
cC
2
5
]
1 Precisidon intermedia
Analista Moisés
02- ,
Segundo dia
u_
T T T T T T T T T T T T
220 240 260 280 00 0 40 30 2|0 Wevelength (m)
08
Concentraciéon 100%
g 08
by
[=
2
E 149 Precisidon intermedia
Analista Yeltsin
02- Segundo dia
u_
r—+~ ~ 1 - - T - - 1 - 1~ - - 1~ - T~ T - 1 "~
220 240 260 240 300 kri 340 30 380 Waveleneth ()

Fuente: Chemstation Software Agilent 8453 series




Anexo N°9
6. ESPECTRO DE LA EXACTITUD DEL SISTEMA Y DEL METODO

6.1 EXACTITUD DEL SISTEMA

Exactitud del sistema en absorbancia

L e i e

Estandar de Tinidazol Conc. 120%
Estandar de Tinidazol Conc. 100%
Estandar de Tinidazol Conc. 80%

Absorbance (ALD

T
220 240 260 20 0 320 340 380 380 Wawelength (m)

A
Fuente: Chemstation Software Agilent 8453 series

6.2 EXACTITUD DEL METODO

Absorbance (ALD

024

T
m 240 280 220 300 120 340 380 380 Waueleneth ()

Fuente:  Chemstation Software Agilent 8453 series




Anexo N° 10
PARTES DEL DISOLUTOR HANSON RESORD

Collar
Control del
Panel Principal Sistema
Paletas
Espaciador
Termdmetro )
Estaciones
Bafiera




Anexo N° 11
PARTES DEL ESPECTROFOTOMETRO AGILENT 8453 SERIES

Monitor
Espectrofotometro
Lampara
Boton de
Teclado encendido
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Anexo N° 12
PARTES DE LA BALANZA ANALITICA OHAUS EXPLORER

Platillo
Impresora

Sensores T

Pantallay control _
de sistema ~
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Anexo N° 13
MONOGRAFIA INDIVIDUAL DE TINIDAZOL MATERIA PRIMA

USP 36
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Anexo N° 14
REGLAMENTO TECNICO CENTROAMERICANO 11.03.39:06
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Anexo N° 15
CAPITULO GENERAL DE ESPECTROFOTOMETRIA Y DISPERSION DE LA LUZ
USP 36
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Anexo N° 16
CAPITULO GENERAL DE DISOLUCION
USP 36
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Anexo N° 17
CAPITULO GENERAL DE VALIDACION DE PROCEDIMIENTOS
FARMACOPEICOS USP 36
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Anexo N° 18
TABLAS ESTADISTICAS
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