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RESUMEN

Carboximetilcisteina con nombre quimico (2R)-2-amino-3-[(carboximetil)
sulfanil] acido propandico, es un medicamento mucolitico y mucoregulador con
efecto fluidificante, indicado como coadyuvante en el tratamiento de desdrdenes
agudos y cronicos del tracto respiratorio alto y bajo, en la prevencion de cuadros

agudos asociados a bronquitis obstructiva cronica.

El presente trabajo se llevdo acabo en Laboratorios SOLKA S.A, con el
objetivo de validar la técnica analitica por cromatografia liquida de alta resolucién
(CLAR) para la cuantificacion de carboximetilcisteina, partiendo de trabajos
anteriores ya que no existe una metodologia de andlisis para producto terminado
de carboximetilcisteina en las Farmacopeas de referencia, ajustando las
condiciones cromatogréficas de trabajo.

Se utiliza un Cromatégrafo de liquidos marca YLClarity, modelo 9100 con
Numero de serie 9110, con inyector manual, con detector de arreglo de diodos a
longitud de onda fija de 210 nm, trabajando en el rango de concentraciones 80% a
120%, utilizando como fase mévil Dihidrogeno fésfato monobasico de sodio 0.02M

y metanol (95:5).

Para la validacién de la técnica se evallan los parametros estadisticos de
desempefio, aptitud del sistema, linealidad, precision, exactitud, robustez,
especificidad, para cumplir con los requisitos del Reglamento Técnico
Centroamericano Armonizado (RTCA 11.03.39:06), “Productos farmacéuticos.
Validacion de Métodos Analiticos para la evaluacion de la Calidad de los

Medicamentos”.

La técnica analitica demuestra ser lineal, precisa y exacta, obteniéndose
resultados para r’= 0.9999, con un coeficiente de variacién < 2% y con porcentajes
de recuperacion de 99.94%, por lo tanto, puede emplearse como meétodo de rutina

en el control de calidad del medicamento.
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Validacion de la Técnica Analitica para Cuantificacion de Carboximetilcisteina
i
s

solucion oral 50 mg/mL por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (CLAR).

1.1 INTRODUCCION

En Nicaragua son muchas las enfermedades que han afectado a la
poblacion en estos Ultimos afos, las mas comunes son: las infecciones
respiratorias agudas (IRA) y neumonia, segun el reporte del MINSA, las IRA
ocupan el primer lugar con un total de 245,188 casos y 26,554 casos de
neumonia, debido a las condiciones climatoldgicas y los cambios bruscos de
temperatura, por la ubicacion geografica de Nicaragua zona climética IV,

siendo los nifios los mas afectados por estas enfermedades respiratorias.

El uso de los mucoliticos es esencial para el tratamiento de dichas
infecciones, el jarabe de carboximetilcisteina posee esta accién farmacoldgica
y podra ser indicado en este tipo de afecciones. Laboratorios SOLKA S.A es la
Gnica industria farmacéutica nacional en la actualidad que formula
carboximetilcisteina solucion oral 50 mg/mL, no todos los laboratorios cuentan
con el equipo necesario que algunos métodos modernos exigen para el
analisis del producto terminado, por lo cual tienen que disponer de métodos de

analisis alternativos, que sean rapidos, seguros, confiables y econémicos.

Todo método analitico debe cumplir con las exigencias contempladas por la
Direccion General de Medicamentos Insumos y Drogas del Ministerio de
Salud de Nicaragua y el Reglamento Técnico Centroamericano RTCA
11.03.39:06 “Validacion de Métodos Analiticos para la Evaluacion de la
Calidad de los Medicamentos”, el cual 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 para carboximetilcisteina como principio activo y producto

terminado, las Unicas referencias bibliograficas para principio activo se
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encuentran en la Farmacopea Europea (5ta ed.) y la Farmacopea Britanica
(6ta ed.); este trabajo pretende validar el método por Cromatografia Liquida de
Alta Resolucién (CLAR) para la cuantificacion de carboximetilcisteina solucion
oral 50 mg/mL 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

Validar la técnica analitica para la cuantificacion de carboximetilcisteina
solucion oral 50 mg/mL por cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR)
en el laboratorio SOLKA S.A Enero- Marzo 2016.

1.2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Demostrar la idoneidad del sistema para la cuantificacion del producto
terminado de carboximetilcisteina solucién oral 50 mg/mL por cromatografia

liquida de alta resolucion (CLAR).

Evaluarlos parametros de desempefio para la validacion del método
analitico: linealidad, precision, exactitud, robustez, limite de cuantificacion y
limite de deteccion, para la cuantificacion de carboximetilcisteina solucion
oral 50 mg/mL por cromatografia liquida de alta resolucién (CLAR).
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1.3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La industria farmacéutica actda en busca de la calidad de los medicamentos
y de los procesos de fabricacidon, ya que es importante que el medicamento sea
seguro y eficaz esto se puede garantizar mediante la validacion ya que es un
procedimiento de medida que certifica mediante estudios de laboratorio que las
caracteristicas de dicho método cumplen con las especificaciones relativas al uso
previsto de los resultados analiticos.

Es necesario establecer una metodologia de validacion para
carboximetilcisteina 50 mg/mL solucion oral ya que no existe una metodologia
establecida en la Farmacopea de los Estados Unidos de América (USP 36);
Gnicamente en la Farmacopea Britanica (Sexta edicién) y Farmacopea Europea
(Quinta edicion) se define la técnica de valoracion para principio activo y no para

producto terminado.

Todo laboratorio farmacéutico tiene como principal objetivo la produccion de
datos analiticos de alta calidad por medio de uso de mediciones analiticas que
sean precisas, confiables y adecuadas. La validacién de un método analitico es un
instrumento importante para poder garantizar la calidad del medicamento, puesto
que les confiere fiabilidad a los resultados en el analisis, asegurando asi que
cumplan con los parametros de calidad establecidos. La validacion permite
conocer las caracteristicas del funcionamiento del método lo que garantizara un

alto grado de confianza en el mismo y de los resultados obtenidos.

Todo lo anterior nos lleva a la siguiente pregunta ¢La técnica analitica por
cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR) es adecuada para la validacion del

producto terminado Carboximetilcisteina solucion oral de 50 mg/mL?
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1.4. JUSTIFICACION

En los laboratorios farmacéuticos es necesario saber si la materia prima, los
procesos, productos terminados o el almacenamiento, se encuentran bajo las
normas legales o los parametros establecidos a nivel nacional e internacional,
para el aseguramiento de la calidad. Es importante utilizar métodos de
analisis rapidos, altamente eficientes y no contaminantes, por tal razén es
necesario validar cada uno de los métodos de analisis, aplicando los
principios de las Buenas Practicas de Manufactura (BPM) y las Buenas

Préacticas de Laboratorio (BPL).

La importancia de la realizacion de este trabajo de investigacion se debe al
aporte que suministra el método empleado, al reunir condiciones idéneas
para la obtencion de resultados precisos, exactos, confiable, con menos
tiempo y costo en su aplicacion. De la misma manera ser (til para el
fortalecimiento del conocimiento farmacéutico relacionado con la validacion

de métodos analiticos.

La molécula de carboximetilcisteina fue seleccionada por el interés del
Laboratorios SOLKA S.A, por lo que dicha molécula es adecuada para el
tratamiento de las enfermedades del tracto respiratorio, 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 para la
cuantificacion del producto terminado, se procede a validar el método a través
de CLAR, para convertirse en un método oficial para la industria nacional.
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1.5. ANTECEDENTES

A nivel internacional se encontraron algunos trabajos sobre validaciones de
productos terminados de Carboximetilcisteina. En Nicaragua no existen estudios
de validacién de la técnica analitica para la cuantificacion del producto terminado
Carboximetilcisteina solucion oral de 50mg/mL.

Internacionales:
2012:"Estabilidad del método indicando rendimiento cromatografico liquido ultra
veloce (UPLC) para la determinacion de ensayo de carbocisteina en diversos
productos de formulacion”. Ravindhar Burugu, g. Venkateshwarlu. Departamento
de Quimica, College de Nizam de Hyderabad, Revista Internacional de Farmacia y

Ciencias Farmacéuticas; Oct 2012 Suplemento, Vol. 4, p653.

“El método fue desarrollado y validado para la determinacién de
carbocisteina mediante HPLC en fase inversa, el cual indica estabilidad
rapida, precisa y exacta; la carbocisteina es un medicamento mucolitico y
expectorante con una estructura de aminoacidos, el método fue
desarrollado y validado en jarabes, capsulas y tabletas comerciales. El
método ha demostrado una separaciébn adecuada para las impurezas
principales asociadas a la carbocisteina y productos de degradacion. La
separacion se logré con una columna Nucleosil C1g de 3y, con un diametro
100 mm de largo x 4.6 mm de ancho, usando una fase movil que consiste
en una solucion amortiguadora de orto dihidrogeno fosfato de amonio 0.01
M (pH 2.6) con un caudal de 1 mL/min y deteccion UV a 210 nm. La
linealidad del método propuesto fue investigada en el rango de 0.1-0.3, el
limite de deteccién fue 0.007 pg/mL y el limite de cuantificacién fue de
0.021 pg/mL. Los productos de degradacion producidos como resultado de
los estudios no interfirieron en la deteccion del ensayo lo que indica

estabilidad del método”.
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2010: "Cromatografia liquida de alta presidon fase inversa técnica para la
determinacion de carbocisteina de formulacion farmacéutica”. RELE R.V.et al.
Chem Pharm. Res., 2, 2010 (4): 24-30. D. G. Ruparel College, Matunga, Mumbai.

“El método de HPLC se utiliza para la estimacion de carbocisteina el
ingrediente activo farmacéutico, la reproducibilidad, repetibilidad y exactitud
del método resulto ser satisfactorio, ya que se manifiesta con valores bajos
de desviacion estandar y desviacion de estandar relativa porcentual. La
separacion de la droga se logré en APS-2 (Amino propil silano) hypersil, con
una columna de 5u con una diametro (250 mm X 4.6 mm). La fase movil
consistié en una mezcla de tampon y metanol (65: 35 v/v). El bufer era una
mezcla de 0.02 M dihidrégeno fosfato de potasio monobasico y 0.01 M 1-
hexano sulfénico acido sal sodica anhidra. La deteccion se llevo a cabo a
una longitud de onda de 210 nm. La solucion tampon que contiene 0.02 M
dihidrogeno fosfato de potasio monobasico y 0.01 M 1-hexano sulfénico
acido sal sédica anhidra se utiliza como diluyente. Para el método se valido
la idoneidad del sistema, linealidad, exactitud, precisién, robustez,
estabilidad de la solucién de la muestra. El método se ha utilizado con éxito

para analizar carbocisteina de formulacién farmacéutica”.

2007: "Determinacion de vida util jarabe carbocisteina por método de Arrhenius”.
Josélia Larger Manfio. Universidad Federal De Rio Grande De Sul. Facultad de
farmacia. Programa de posgrado en ciencias farmacéuticas”. Revista Brasilefia de

Ciencias Farmacéuticas. vol.43 no.4 Sao Paulo Oct. /Dec. 2007.

‘La vida util del jarabe carbocisteina se determind con el método de
Arrhenius, se ha validado el método de ensayo para el jarabe mediante la
linealidad, precision, limite de deteccion, limite de cuantificacion,
selectividad y robustez. La muestra fue expuesta a drasticas condiciones
tales como 40°C, 50°C, 60°C y 70°C, los resultados fueron analizados con
la ecuacion de Arrhenius y a través del método grafico, la vida util del jarabe
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carbocisteina dura aproximadamente 109.28 dias cuando la forma de
dosificacion es almacenada en condiciones prohibidas. La fase movil
consistio en acetonitrilo y solucion tampén de fosfato monobésico de sodio
10 mM (1:99) en el flujo de 1,5 mL/min. La deteccion fue realizada en 240

nm. La concentracion de 2 mg/mL”.
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2.1. VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

Segun el RTCA 11.03.39:06 se define validacion como el “establecimiento de
la evidencia documental que un procedimiento analitico conducira con alto grado
de seguridad a la obtencion de resultados precisos y exactos dentro de las
especificaciones y atributos de calidad previamente establecidos”. La validacion
implica la demostracion de fuentes de variabilidad del error sistematico y aleatorio
de un procedimiento, no solo dentro de la calibracion sino en el analisis de

muestras reales.

Los métodos analiticos que pueden ser validados se clasifican en: ensayos
de identificacion, ensayos para la determinacion del analito de interés de una
materia prima o de una especialidad farmacéutica, ensayos para la determinacién
de caracteristicas farmacotécnicas, ensayos de limites de impurezas y de
cuantificacion de impurezas, ensayos para la determinacion de analitos en fluidos

bioldgicos y en productos naturales y ensayos microbiolégicos.

Segun el RTCA 11.03.39:06 se deben validar los siguientes procedimientos
analiticos quimicos, fisicos:

e Categoria |: Procedimientos analiticos para la cuantificacion de los
componentes principales de farmacos a granel o ingredientes activos
(incluyendo conservantes) en productos farmacéuticos terminados.

e Categoria II: Procedimientos analiticos para la determinacion de impurezas
en farmacos a granel o productos de degradacion en productos
farmacéuticos terminados. Estos procedimientos incluyen analisis
cuantitativos y pruebas de limite.

e Categoria lll: Procedimientos analiticos para la determinacion de las
caracteristicas de desempefio (p.ej. disolucion, liberacion de farmacos,

etc.).
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e Categoria IV: Pruebas de identificacion. Para cada categoria, se requiere

diferente informacion analitica

Los parametros de calidad cuantitativos utilizados para definir si un método

es adecuado para resolver un problema analitico determinado, son:

Tabla 2.1.1Parametros de desempefio de los procedimientos analiticos fisico-

guimicos
Categoria Categoria | Categoria Il Categoria lll | Categoria IV
de prueba Pruebade | Pruebade Fisico
; Principio(s)
Parametro ) limite limite guimico Identificacion
activo(s) S o
de desempefio Cuantitativa | Cualitativa | desempefio
Exactitud Si Si * * No
Precision Si Si No Si No
Especificidad Si Si Si * Si
Limite de _
y No No Si * No
Deteccion
Limite de _
o No Si No * No
Cuantificacion
Linealidad Si Si No * No
Intervalo Si Si * * No

*Puede requerirse dependiendo de la naturaleza del ensayo

Fuente:(Reglamento Técnico Centroamericano [RTCA] 11.03.39:06).

La validez de un procedimiento analitico puede verificarse s6lo mediante
estudios de laboratorio. Por lo tanto, la documentacion de la conclusion exitosa de
dichos estudios constituye un requisito basico para determinar si un procedimiento

es adecuado para sus aplicaciones previstas.
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Los parametros de calidad para determinar el desempefio del procedimiento
analitico se evaluan estadisticamente de la siguiente manera:

Tabla 2.2. Parametros estadisticos de calidad de los métodos analiticos

Caracteristicas Parametro de calidad
o Desviacion estandar absoluta, desviacion estandar
Precision . o o )
relativa, coeficiente de variacion y varianza
) Error absoluto, error relativo, porcentaje de
Exactitud »
recuperacion
Sensibilidad Pendiente de recta de calibrado
Selectividad Coeficiente de selectividad
Desviacion estandar absoluta, desviacion estandar
Robustez _ o o )
relativa, coeficiente de variacion y varianza

Fuente:(Gomez Ruiz, S., Quintanilla Pérez, D., Ruiz, ., & Sierra, A., 2009, p. 5-19).

Un meétodo analitico serd validado con el objetivo de cumplir con los
requisitos de normas internacionales: RTCA 11.03.39:06, BPM, Norma ISO
(Organizacioén Internacional de Normalizacion) 17025 (Requisitos generales para
la competencia de laboratorios de ensayo y calibracién), Organismos
Internacionales como FAO (Organizacion de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacién), USP y otras Farmacopeas, OMS (Organizacion
Mundial de la Salud), ICH (Conferencia Internacional Tripartita sobre Armonizacion
(Arriola, L., 2012, p.7)

2.1.1. ADECUACION DEL SISTEMA
Las pruebas de aptitud del sistema se basan en el concepto de que el equipo, el
sistema electronico, las operaciones analiticas y las muestras a analizar
constituyen un sistema integral que puede evaluarse como tal. Los parametros de

prueba de la aptitud del sistema que deben establecerse para un procedimiento
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especifico dependen del tipo de procedimiento que se esta evaluando
(Farmacopea de los Estados Unidos de América [USP 36], 2013, <1225 >, p.
1093-1097).

El test de idoneidad del sistema debe encontrarse vinculado de forma directa
a las caracteristicas del método analitico para el que se establecio, estos ensayos
demuestran que el sistema se encuentra en perfectas condiciones para realizar el
andlisis y también permiten establecer criterios para modificar las condiciones

analiticas con el fin de alcanzar la idoneidad.

Los parametros de evaluacion de los ensayos de idoneidad se agrupan en
tres categorias:

e Precision

e Parametros cromatograficos:

» Factor de capacidad (K’)

» Numero de platos teoricos (N)

= Factor de asimetria o de cola (B/A)

» Resolucion (R)

e Limites de deteccién y cuantificacion (AEFI, 2001, p. 68-94)

Como regla general la prueba de idoneidad del sistema contendra como
minimo parametros pertenecientes a dos categorias. La precisidon del test de
idoneidad se evalla estadisticamente mediante el calculo del coeficiente de
variacion inferior al 2% para respuestas analiticas, para cada inyeccién se

recomienda calcular: nimero de platos tedricos y factor de cola.

.1.2.  LINEALIDAD E INTERVALO

Segun RTCA 11.03.39:06 define linealidad de un procedimiento analitico
como “la capacidad de 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”.
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El Intervalo es la amplitud entre la concentracion 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, utilizando el método segun se
describe (RTCA, 11.03.39:06). La linealidad mide el grado en que la respuesta
analitica, respecto a la concentracion del analito se ajusta a una funcién lineal
(Harris D, 2007, p.723-729)

La ICH recomienda que, para establecer la linealidad, se utilicen
normalmente un minimo de cinco concentraciones. También recomienda que se
consideren los intervalos minimos especificados que se indican a continuacion:

e Valoracion de un Farmaco (o de un producto terminado): de 80% a
120% de la concentracion de prueba.

e Determinaciéon de una Impureza: de 50% a 120% del criterio de
aceptacion.

e Para Uniformidad del Contenido: un minimo de 70 % a 130% de la
concentracion de prueba, a no ser que se justifique un intervalo mas
amplio o mas apropiado, basandose en la naturaleza de la forma
farmacéutica.

e Para Pruebas de Disolucién: + 20 % por encima del intervalo (USP 36,
2013, <1225>, p. 1093-1097).

La mayoria de los métodos analiticos se basan en una curva de calibraciéon
en la que una medida “y” se representa en funcion de la concentracién conocida
de “X” de una serie de patrones (Skoog, D., West, D., Holl, F.,& Crouch, S, 2003,

p. 37-60)

La relacion de ambas variables se expresa matematicamente como una recta
de regresion del tipo y= bx +a, donde “b” es la pendiente, “x” es la concentracion

del analito y “a” la ordenada al origen, obtenida por un método de ajuste. La
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pendiente “b” se encuentra relacionada con la sensibilidad del método de forma

que a mayor pendiente mayor sera la sensibilidad (AEFI, 2001, p. 68-94).

2.1.3. EXACTITUD
Se define exactitud segun el RTCA 11.03.39:06 como “la proximidad entre

los resultados de la prueba obtenidos mediante ese método y el valor verdadero”.

Se recomienda un minimo de tres niveles de concentracion cubriendo el
intervalo especificado, es decir, tres concentraciones y tres determinaciones
repetidas de cada concentracién. La exactitud se expresa como porcentaje de
recuperacion en la valoracién de una cantidad conocida de analito afiadido sobre
la muestra o como la diferencia entre la media obtenida y el valor aceptado como

verdadero junto a los intervalos de confianza (AEFI, 2001, p. 68-94).

La evaluacién de la exactitud puede efectuarse de varias maneras,
incluyendo la evaluacion de la recuperacion del analito en todo el intervalo de la
valoracion, o evaluando la linealidad de la relacion entre las concentraciones
estimadas y las reales. El criterio estadistico de preferencia es que el intervalo de
confianza para la pendiente esté comprendido dentro de un intervalo alrededor de
1.0; o alternativamente, que el valor de la pendiente sea cercano a 1.0 (USP 36,
2013, <1225>, p. 1093-1097).

2.1.4. PRECISION
RTCA 11.03.39:06 define precision como “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 dilucién de la muestra bajo condiciones establecidas”. La precision mide el

error aleatorio de un método.
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La precision puede estimarse de tres maneras:

e Repetibilidad del método: grado de concordancia entre los resultados
obtenidos cuando el método es aplicado a la misma muestra repetidas
veces por un unico analista en un tiempo breve.

e Precision intermedia: grado de concordancia delos resultados obtenidos
cuando el método es aplicado a la misma muestra repetidas veces por dos
analistas en distintos dias.

¢ Reproducibilidad: grado de concordancia de los resultados obtenidos
cuando el método es aplicado a la misma amuestra repetidas veces por
analistas distintos en laboratorios diferentes y distintos dias (Gomez Ruiz,
S., Quintanilla Pérez, D., Ruiz, I., & Sierra, A., 2009, p. 5-19)

Los documentos de ICH recomiendan que se evalle la repetibilidad
utiizando un minimo de nueve determinaciones que cubran el intervalo
especificado para el procedimiento (es decir, tres concentraciones y tres
determinaciones repetidas de cada concentracién) o usando un minimo de seis
determinaciones al 100% de la concentracion de prueba (USP 36, 2013, <1225>,
p. 1093-1097).

Otra manera de evaluar la precision es a tres niveles de concentracion, por lo
general 80 %,100 % y 120% de la concentracion esperada del analito en la

muestra, analizando tres porciones representativas de una muestra de cada nivel.

Los criterios de aceptacion para el coeficiente de variacion de un método
analitico preciso son:

CV= 2% para métodos cromatogréaficos y volumétricos.

CV<= 3% para métodos quimicos o espectrofotométricos

CV<5% para métodos bioldgicos

No mayor a la magnitud preestablecida acorde a la especificacién del analito

en la muestra (Guia de Validacion de Métodos Analiticos, s.f.)
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Esquema 2.1.4.1. Tipos de estudios de precision

Precision

Precision

Repetibilidad rerTTER Reproducibilidad

Repetibilidad Repetibilidad del
instrumental método

Fuente:(AEFI 2001, p. 68-94)

2.1.5. ESPECIFICIDAD
El RTCA 11.03.39:06 define especificidad como “la Capacidad de evaluar,

medir e identificar simultanea o separadamente, los analitos de interés de forma
inequivoca sin interferencias de impurezas, productos de degradacion,
compuestos relacionados, excipientes u otras sustancias previsibles presentes en

la matriz de la muestra”.

La especificidad se determina como el grado de diferencia que se obtiene al
comparar los resultados analiticos de muestras contaminadas con impurezas, con
los resultados de la muestra sin contaminar. La interferencia se determina como la
diferencia obtenida de los resultados de los grupos de las muestras, la
especificidad implica realizar ensayos de identificacién, pruebas de pureza y

valoraciones.

Los documentos de ICH afirman que cuando se utilizan los procedimientos
cromatograficos, deberdn presentarse cromatogramas representativos para
demostrar el grado de selectividad (se debe manejar una escala reducida, que

permita observar bien las impurezas o productos de degradacion) y los picos
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deberan identificarse adecuadamente, aquellas impurezas desconocidas deberan
ser identificadas con el tiempo de retencion relativo, tomando como referencia el
activo, la resolucion o la relacion altura / valle, cromatograficos entre los picos

préoximos al pico de interés debe ser mayor de 1.0.

Tabla 2.1.5.1. Criterios de aceptacion recomendables para especificidad

Parametro Criterio de aceptacion propuesto

Capacidad de discrimacion del procedimiento Suficiente
Desviacion frente a la determinaciones sin interferncias < 2% (< 4%)
Resolucion cromatogréafica entre picos cercanos >15(>2)
Factor de cola cromatogréfico <2

N° de platos tedricos cromatograficos > 2000

Identidad del pico Pureza de pico, ausencia de coelucién

Nota: Los valores indicados entre paréntesis hacen referencia a los criterios

maximos aceptables en determinados casos.

Fuente:(AEFI 2001, p. 68-94)

2.1.6. LIMITE DE DETECCION (LOD)
El Reglamento Técnico Centroamericano RTCA 11.03.39:06 define al limite

de deteccion como minima cantidad de analito en una muestra que puede ser
detectada por una Unica medicién, pero no necesariamente cuantificada con un

valor exacto. Es comunmente expresado como concentraciéon del analito.

El limite de deteccion es una caracteristica de las pruebas de limite se
expresa habitualmente como concentracion de analito en la muestra, una manera
de detectar el LOD, para un nivel de confianza del 95 % se basa en detectar la
minima sefial analitica distinguible como la sefial del blanco analitico, procedente

de al menos 20 medidas, mas un multiplo de 3 de la deviacion estandar del

blanco.
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Los documentos de ICH describen un enfoque usual, que consiste en
comparar las sefiales medidas a partir de muestras con bajas concentraciones
conocidas de analito con las de muestras blancos. Se establece la concentracion
minima a la que puede detectarse confiablemente un analito. Las relaciones sefial-
ruido habitualmente aceptables son de 2:1 o 3:1. (USP 36, 2013, <1225>, p. 1093-
1097).

2.1.7. LIMITE DE CUANTIFICACION (LOQ)
El Reglamento Técnico Centroamericano RTCA 11.03.39:06 define al limite

de cuantificacion como “minima cantidad del analito en una muestra que puede
ser cuantitativamente determinada con precisiobn y exactitud aceptable. Es un
parametro del andlisis cuantitativo para niveles bajos de compuestos en matrices
de muestra y se usa particularmente para la determinacién de, impurezas y

productos de degradacion”.

El LOQ es un término cuantitativo puede considerarse como el limite inferior
del intervalo lineal o rango, su calculo se puede realizar a partir de la sefial minima
cuantificable que es la sefial medida del blanco analitico procedente de al menos

20 medidas, mas un multiplo de 10 de la desviacién estandar del blanco.

2.1.8. ROBUSTEZ
La USP 36 define la robustez de un método analitico como la medida de su

capacidad para permanecer inalterado ante pequeiias pero deliberadas
variaciones en ciertos parametros indicados en la documentacion y provee una
indicacion de su actitud durante condiciones normales de uso. La robustez puede
determinarse durante la etapa de desarrollo del procedimiento analitico. El estudio
de la robustez se realiza para evaluar la variabilidad de los resultados obtenidos,
expresada como desviacion estandar absoluta, desviacion estandar relativa o

coeficiente de variacion de los mismos.
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Para evaluar la robustez del método hay que identificar cuales son los
factores experimentales criticos en dicho método mediante el cual es posible
conocer cual de los factores bajo estudio ejercen una influencia més significativa
(Soledad, B.,2009, p. 14).

2.1.9. DOCUMENTACION DE VALIDACION
El Reglamento Técnico Centroamericano RTCA 11.03.39:06 define

Validacion como el establecimiento de la evidencia documental que un
procedimiento analitico conducira con un alto grado de seguridad a la obtencion
de resultados precisos y exactos dentro de las especificaciones y atributos de

calidad previamente establecidos.

Esquema 2.1.9.1. Documentacién de validacion

Fuente: (AEFI, 2001, p. 68-94).

Una vez realizado el proceso de validacion es importante su documentacion
para que el método sea implementado de manera clara y sin equivocaciones. Los
métodos documentados son parte importante de los sistemas de gestion de
calidad y deben estar sujetos a los requisitos establecidos para el control de la
documentacion del Sistema de Gestidén de Calidad del laboratorio.
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2.2.  CARBOXIMETILCISTEINA

La carboximetilcisteina es un mucolitico. Actia disminuyendo la viscosidad

de la secrecién mucosa.

2.2.1. PROPIEDADES FISICO QUIMICA DE CARBOXIMETILCISTEINA

Tabla 2.2.1.1. Propiedades fisico quimicas carboximetilcisteina

Nombre propio

Carboximetilcisteina

Sinénimos Carbocisteina, S-(Carboximetil)-1-Cisteina
Nombre sistematico | (2R)-2-amino-3-[(carboximetil)sulfanillacido
IUPAC propandico
Formula molecular CsHoNO4S

Formula estructural

HO— C— CHy— S—CH;— CH— G— OH

|| ||
O NHy, O

Peso molecular

179.2 g/mol

Descripcién Polvo blanco, cristalino
Insoluble en agua y en alcohol. Se disuelve en
Solubilidad acidos minerales diluidos y en soluciones diluidas
de hidroxidos alcalinos
LogP -3.2,-3.3
pKa -0.92 (acido fuerte), 1.84 (base fuerte)
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2.2.2. PROPIEDADESFARMACOLOGICAS

Tabla 2.2.2.1. Farmacologia de carboximetilcisteina 50 mg/mL solucion oral

Accién especifica sobre células mucosecretoras. Activa
la sialiltransferasa favoreciendo la sintesis de
sialomucina; restablece la funcionalidad del epitelio
Mecanismo de accion | bronquial y el perfil secretor normal. La capacidad de
inducir la fluidez del moco, mediante la desorganizacion
de la red de fibrillas de mucina. La reduccién de la
viscosidad facilita la expectoracion

Coadyuvante de enfermedades respiratoria que cursa
con secrecion mucosa excesiva 0 espesa. Proceso
catarral y gripal, sinusitis, rinofaringitis subaguda y
L cronica, y otitis media. EPOC (Enfermedad pulmonar
Indicacién _ . N
obstructiva crénica), bronquitis aguda, subaguda vy
cronica, bronquitis asmética, bronquitis del fumador,
enfisema, atelectasias, bronquiectasias, regeneracion

posneumaoénica, neumoconiosis y fibrosis quistica.

Oral. Nifios 2-5 afios: 100-125 mg/6-12 h.
Posologia Nifios 6-12 afios: 200-250 mg/8 h.
Adultos y niflos > 12 afios: 500 mg/12 h- 750 mg/8 h

Administracion Via oral

Efectos adversos Nauseas, diarrea, gastralgia

Hipersensibilidad a productos relacionados con cisteina;
Contraindicaciones asma; insuficiencia  respiratoria  grave; Ulcera

gastroduodenal; nifios < 2 afios.
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2.2.3. FARMACOCINETICA Y FARMACODINAMIA DE
CARBOXIMETILCISTEINA

La carboximetilcisteina actia como agente mucoregulador que normaliza la

viscosidad de las secreciones facilitando su expectoracion, disminuyendo la

produccion de fucomucinas y aumentando la de las sialomucinas, que son mas

acidas. Estas proteinas, a su vez, podrian mejorar la depuracién mucociliar.La mayor

parte del farmaco es eliminada en forma intacta por excrecion urinaria.

Es absorbida rapidamente y sus maximas concentraciones seéricas se
alcanzan en 2 horas aproximadamente. Después de la administracién de 1.5 g los
niveles maximos son de 13 a 16 mg/mL. La vida media plasmética es de 1.5 a 2
horas y el volumen aparente de distribucion es de 60 litros. La carbocisteina

penetra en el tejido pulmonar y se acumula en el mucus respiratorio.

2.3. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (CLAR)

La cromatografia liquida de alta resolucién es una técnica de separacion que
consta de una fase estacionaria solida y una fase mavil liquida, que generalmente
es una combinacion de disolventes. En la fase estacionaria las separaciones se
logran por procesos de particion, adsorcion o intercambio i6nico, segun el tipo de
fase estacionaria empleada, comunmente se usan silice modificada o las
microperlas de polimero (Farmacopea de los Estados Unidos de América [USP
36], 2013, <621>, p. 292-295).

La fase estacionaria para cromatografia consiste en una matriz porosa e
insoluble a la que se le han unido quimicamente compuestos hidréfobicos, la silice
presenta la ventaja que resiste grandes presiones sin contraerse y no se expande
en contacto con los solventes, una de sus desventajas es que suele presentar

inestabilidad a pH menor de 3.
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Las columnas cromatograficas pueden estar fabricadas de acero inoxidables,
acero inoxidable con recubrimiento interno y poliméricas, o rellenas con una fase
estacionaria. La longitud y el diametro de la columna afectan la separacion de los
componentes. (USP 36, 2013, <621>, p. 292-295).Durante la cromatografia es
necesario definir el gradiente de elucién a manera que cambie el componente del

disolvente continuamente.

Los equipos cromatograficos estan constituidos por: recipientes que contiene
la fase mavil, una bomba que fuerza el paso de la fase mavil, inyector de la
muestra, una columna cromatogréafica, un dispositivo recolector de datos y un

detector.

Figura 2.3.1.Componentesprincipales de un CLAR

He

Introduccion de la muestra

Columna

;/L ‘ Registro '
T
Bomba I
& i
Fuentes: martes 29 de diciembre del 2015. Extraido

desde:http://tesis.uson.mx/digital/tesis/docs/19630/Capitulo2.pdf
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2.3.1 DEFINICIONES CROMATOGRAFICAS

Tabla 2.3.1.1. Terminologia y ecuaciones cromatogréficas

Terminologia Concepto Ecuacion
. . Es el volumen entre el punto en el que se
Volumen de residencia (D) P a
encuentran los eluyentes y la entrada de la
columna
) El tiempo muerto es el tiempo requerido para la
Tiempo muerto (ty) L, P P q P
elucién de un componente no retenido

Volumen muerto(V),)

El volumen muerto es el volumen de fase movil
requerido para eluir un componente no retenido

(Ecuacioén 1)
F: velocidad de flujo
ty: tiempo muerto

Tiempo de retencion (tg)

Se define como el tiempo transcurrido entre la
inyeccién de la muestra y la aparicion de la
respuesta maxima

NUmero de Platos Teo6ricos

(N)

Es una medida de eficiencia de la columna.

N:16(tg /W)?
(Ecuacion 2)
tg: tiempo de retencién
W: ancho del pico en su base

Pico

El pico es la porcibn del cromatograma que
registra la respuesta del detector cuando un
componente individual eluye de la columna.

Fuente: USP 36, 2013, <621>. Cromatografia. Definiciones e interpretacién de cromatogramas. 292-295
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Terminologia

Concepto

Ecuacion

Relacion Pico/Valle (p/v):

Se pueden emplear como un criterio de aptitud del
sistema en una prueba de sustancias relacionadas
cuando no se logra la separacion entre dos picos
en la linea base

p/v = Hp/Hv

(Ecuacion 3)
Hy:altura del pico menor por encima
de la linea base extrapolada
H,: altura en el punto mas bajo de la
curva que
separa los picos menor y mayor por
encima de la linea base extrapolada

Retardo Relativo (Rret)

Es el cociente de la distancia recorrida por el
analito y la distancia recorrida simultaneamente
por un compuesto de referencia. Se usa en un
cromatograma planar

Ryet =b/c
(Ecuacion 4)
b: muestra
c: referencia

Tiempo de Retencién
Relativo (RRT)

También conocido con tiempo relativo no ajustado:
Es la razén entre los tiempos de retencion
corregidos del componente considerado,tg,, y de
otro,tr; , que se toma como patron de referencia

RRT = tRZ/tRl
(Ecuacion 5)

Factor de Retardo (Ry)

Cociente entre la distancia recorrida por el centro
de la mancha y la distancia recorrida
simultdneamente por la fase movil y se usa en
cromatografia planar.

Rr=b/a
(Ecuacion 6)

Fuente: USP 36, 2013, <621>. Cromatografia. Definiciones e interpretacion de cromatogramas. 292-295
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Terminologia

Concepto

Ecuacion

Factor de Retencion (k)

También se le conoce como el factor de
capacidad: es una medida del tiempo de retencion,
en unidades del tiempo, que es el tiempo que
precisa la fase mavil o un soluto no retenido para
atravesar la columna

k = (tg —ty)/tu
(Ecuacién 7)

Volumen de Retencion (V)

Es el volumen de fase mévil requerido para la
elucién de un componente

VR = tR X F
(Ecuacion 8)

Resolucién (Rs)

La resolucion es la separacion de dos

componentes en una mezcla

Rs = 2(tpy — tre)/ Wy + Wp)

(Ecuacion 9)
trs Y tg1: tiempos de retencién de los
dos componentes
W,y Wi
Anchos correspondientes en
bases de los picos

las

Factor de Separacion (a) Es la retencion relativa calculada para dos picos a = k2/k1
P adyacentes (Ecuacioén 10)
As = Woos/2f

Factor de Simetria (A4s)?

También conocido como factor de asimetria

(Ecuacion 11)
Wyos: ancho del pico al 5% de la
altura
f: Es la distancia del maximo del pico
hasta el borde inicial del pico.

Fuente: USP 36, 2013, <621>. Cromatografia. Definiciones e interpretacion de cromatogramas. 292-295
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2.4 LABORATORIOS SOLKA S.A

Laboratorios SOLKA esta ubicado en el km 16 % carretera Masaya-
Managua, fue fundado por el Dr. Porfirio Solérzano Bermudez, el 20 de Noviembre
de 1931,el nombre de SOLKA es una combinacion de los apellidos Solérzano
Cabrera, registrada en Escritura Publica de la ciudad de Managua, Nicaragua. La
calidad de sus preparaciones queda comprobada con la produccion de lineas de
sueros para Laboratorios ABBOT. SOLKA logré un crecimiento asombroso a partir

de 1972, que permitié extender sus exportaciones a Centroamérica.

Este laboratorio fabrica un total de 84 farmacos para subsanar las
necesidades de los consumidores, entre los cuales estan: liquidos orales de
llenado estéril, asi como antibiéticos y comprimidos de cualquier naturaleza,
incluso de preparacidon en ambiente de humedad controlada. Es uno de los
principales distribuidores de productos farmacéuticos a farmacias privadas y

estatales a nivel nacional.
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3 HIPOTESIS

Si se aplica el método analitico por cromatografia liquida de alta resolucién
(CLAR) para la cuantificacion de carboximetilcisteina solucion oral de 50 mg/mL,
sera esta una metodologia adecuada para cuantificar el producto terminado
sometido a andlisis, cumplirhd con los parametros de validacién establecidos y

proporcionara datos precisos, reproducibles y confiables.
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4.1 DESCRIPCION DEL AMBITO DE ESTUDIO

El estudio es realizado en Laboratorios SOLKA S.A ubicado en el km 16 %2
carretera Masaya-Managua, posee 5 hectareas (123 acres) de terreno con una
construccion de 11.240.00 mt?, cuenta con 9 &reas que a continuaciéon se
mencionan:

e Gerencia General

e Gerencia de Operaciones

e Departamento de Formulacion

e Planificacién y Control de Produccion

eDepartamento de Produccién: Comprimidos, Semi Sdlidos, Liquidos y

Productos de Venta Libre

e Almacenes de: Materia prima, Envase, Empaque y Productos Terminados.

¢ Departamento de Mantenimiento

e Seguridad e Higiene Industrial

e Intendencia de Planta

4.2TIPO DE ESTUDIO

El estudio es descriptivo cuantitativo ya que mediante los resultados obtenidos
de la valoracion analitica de carboximetilcisteina se realizara el analisis estadistico
para la validacion del método, también se cataloga como estudio experimental de
corte transversal; experimental porque el andlisis se realiza de forma préactica y de
corte transversal ya que el procedimiento se realiza en un determinado tiempo en
Laboratorios SOLKA S.A.
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4.3POBLACION Y MUESTRA

4.3.1 POBLACION

La poblacion en estudio esta definida por Laboratorios SOLKA S.A, el cual
proporciona los frascos de solucion oral de carboximetilcisteina de 50 mg/mL para
realizar el estudio por CLAR. Partiendo de una poblacién de 3 frascos goteros de
prueba piloto del mismo lote de carboximetilcisteina de 50 mg/mL, donde N es el

tamafo de la poblacion o universo, el valor de N = 3.

4.3.2 MUESTRA
Aplicando la formula estadistica (ecuacion 12) en el anexo IV para
determinar la muestra de poblaciones finitas se define que la muestra a evaluar

para n = 3, siendo n: numero de muestras. La muestra sera igual a la poblacion.

4.3.2.1 CRITERIOS DE INCLUSION

Frasco de solucion oral de carboximetilcisteina de 50 mg/mL.

4322 CRITERIOS DE EXCLUSION
Frasco de solucion oral de carboximetilcisteina de concentracion distinta a

la establecida para el estudio.

4.4VARIABLES Y OPERACIONALIZACION
4.4.1 VARIABLES INDEPENDIENTES

Concentracion

4.4.2 VARIABLES DEPENDIENTES
Linealidad

Precisiéon

Exactitud

Limite de deteccién

Limite de cuantificacion

Robustez

Especificidad
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4.4.3 OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

ese método y el valor verdadero.
(RTCA 11.03.39:06).

Limite de confianza del 95 %

. L ' _ Escala de Tipo de
Variable Definicion operacional Indicadores o .
medicion variable
o Se define como el nimero de pesos
c
% y moleculares - gramo, o moles de | Especificacibn para productos
€ | Concentracion _ _ ) _ 98.5-101.0% Intervalo
L especie disuelta en un litro de | terminado.
[}
2 soluciéon (RTCA 11.03.39:06).
Capacidad para obtener resultados | Coeficiente de determinacién r’>0.98
de prueba que sean proporcionales | Coeficiente de correlacién r=0.999
ya sea directamente o por medio de | test de linealidad texp > tiab
Linealidad una transformacion matematica bien | Test de proporcionalidad texp < tiab Intervalo
% definida, a concentracién de analito | Test de Cochran Gexp <Gtab
2 . - L
= en muestras en un intervalo dado | Coeficiente de variacion CV<2%
]
& (RTCA 11.03.39:06).
o
Es la proximidad entre los resultados o i
) . Desviacion estandar
o de la prueba obtenidos mediante o o
Precision Coeficiente de variacion (CV) CV<=2% Intervalo
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Variable

Definicion operacional

Indicadores

Escala de

medicién

Tipo de

variable

Dependiente

Exactitud

Expresa el grado de concordancia
entre una serie de mediciones
individuales obtenidas de mdultiples
muestreos de una misma muestra
homogénea original o bien a partir
de varias muestras obtenidas por
muestra

dilucibn de Ila bajo

condiciones establecidas (RTCA

11.03.39:06).

Porcentaje de recuperacion
Coeficiente de variacion

98.5-101.0 %
CV=2%

Intervalo

Limite de
deteccion
(LOD)

Minima cantidad de analito en una
muestra que puede ser detectada
por una unica medicién, pero no
necesariamente cuantificada con un
valor exacto. (RTCA 11.03.39:06).

Pendiente de Ila recta de
calibrado y desviacién estandar

de la respuesta

LOD < LOQ

Intervalo

Limite de

cuantificacion

(LOQ)

Minima cantidad del analito en una

muestra que puede ser
cuantitativamente determinada con
precision y exactitud aceptable.

(RTCA 11.03.39:06).

Pendiente de Ila recta de
calibrado y desviacion estandar

de la respuesta

LOQ > LOD

Intervalo
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_ L _ _ Escala de Tipo de
Variable Definicion operacional Indicadores o _
medicion variable
Medida de la capacidad de un | Factor de capacidad(k’), k>1
método analitico para permanecer | Numero de platos tedricos(N), N > 2000
Robustez inalterado ante pequefas pero | Factor de cola (T) Intervalo
deliberadas variaciones en ciertos | Resolucion (R) T<2
paradmetros. (RTCA 11.03.39:06). R>15
Capacidad de evaluar e identificar
Q simultdnea o separadamente, los
c
Q o analitos de interés de forma | Factor de cola cromatografica <2
T | Especificidad | ) o _ . Intervalo
o inequivoca sin interferencias de | N°de platos teéricos » 2000
8 excipientes presentes en la matriz
de la muestra. (RTCA 11.03.39:06).
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4 5MATERIAL Y METODO
4.5.1 MATERIALES PARA RECOLECTAR INFORMACION

El método para recolectar informacion es a través de consultas en el
‘Reglamento  Técnico Centroamericano, RTCA 11.03.39:06. Productos
Farmacéuticos. Validacién de Métodos Analiticos para la Evaluacion de la Calidad
de los Medicamentos”, Farmacopea de los Estados Unidos (USP), Farmacopea
Europea y Farmacopea Britanica, Asociacion Espafola de Farmacéutico de la
Industria (AEFI 2001) y sitios Web.

45.2 MATERIALES PARA PROCESAR LA INFORMACION
Los materiales para procesar la informacion son programas estadisticos:
Microsoft Excel 2010, utilizando la herramienta de analisis de datos del programa
(Regresion, t Student, Fisher, Andlisis de varianza y Correlacion), se disefiaran las
hojas de calculo con las formulas correspondientes para verificar estadisticamente
los datos especificos para tal fin, presentando la informacion obtenida a través de

cuadros y graficos en Microsoft Word 2010.

453 METODO DE ANALISIS

El método de analisis utilizado es una adaptacion del articulo “Determinacion de
vida util jarabe carbocisteina por método de Arrhenius". Josélia Larger Manfio.
Universidad Federal Do Rio Grande Do Sul. Facultad de Farmacia. Programa de
posgrado en ciencias farmacéuticas”. Dichas adaptaciones en las condiciones
cromatograficas son realizadas en base a los reactivos disponibles en
Laboratorios SOLKA S.A. Las modificaciones fueron: cambios de la proporcion de
la fase movil y el solvente organico dihidrégeno fosfato monobasico de sodio 0.02
M y metanol (95:5) y cambio en la longitud de onda estableciéndose lecturas a 210

nm.
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4.5.3.1 METODO ANALITICO POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
RESOLUCION (CLAR)
4.5.3.1.1 CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

Tabla 4.5.3.1.1.1. Condiciones del equipo CLAR

Equipo Cromatografo Liquido de Alta Resolucion (CLAR)

Marca YL9100CLARITY System Modelo High
Performance Liquid Chromatograph

Columna C18 150 mm x 4 mm

Fase movil Dihidrogeno fésfato monobasico de sodio 0.02 M
y metanol (95:5)

Velocidad de flujo 0.5 mL/min

Presion 180 £ 10 Bar

Sistema Cuaternaria

Volumen de inyeccién 5pL

Jeringa Nipro de 100 pL

Temperatura del termostato 25°C

Sistema de deteccion uv

Longitud de onda 210 nm

Tiempo de retencion 2.59 Minutos

Tiempo de recorrido 12 Minutos

Concentracion al 100% 499.5 pg/mL

Modo de inyeccion Manual

38 | Bra. Katherine Danelia Castillo Morales, Bra. Yeribeth Elisa Rodriguez Martinez



Validacion de la Técnica Analitica para Cuantificacion de Carboximetilcisteina
solucion oral 50 mg/mL por Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (CLAR).

Figura 4.5.3.1.1.2. Cromatografo Liquido de Alta Resolucién (CLAR)

YL9100CLARITY

Fuente: extraido 13 de julio del 2016,
desde:http://old.younglin.com/eng/images/product/YL9100%20system?2_small.jpg

4.6 PREPARACION DE SOLUCIONES
4.6.1 SOLUCIONES REACTIVOS
4.6.1.1 DIHIDROGENO FOSFATO MONOBASICO DE SODIO 0.02 M
(NAH,PO4.H,0)
Se peso 2.7588 g de NaH,PO,4.H,0 y se transfirio a un matraz volumétrico de
500 mL limpio y seco, posteriormente se adiciono 250 mL de H,O destilada y agito
manualmente por 2 minutos, luego se agregaron los otros 250 mL de H,O hasta

aforo, seguido de filtracion al vacio. (Anexo V)

4.6.2 FASE MOVIL
La fase movil para el sistema CLAR estaba compuesta por solucién
amortiguadora de dihidrégeno fosfato monobéasico de sodio 0.02 M y metanol

grado CLAR, cada solucion fue filtrada al vacio y fueron desgasificadas por el
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equipo para evitar inconvenientes durante el procedimiento analitico. La mezcla de

solucién tampoén fue 100 % dihidrégeno fésfato monobasico de sodio 0.02 M.

El sistema de fase movil era cuaternario, pero solo se hace uso de dos
reservorios A y B, ya que el método propuesto utiliza una mezcla binaria
asignando las siguientes proporciones a cada una:

A: Dihidrégeno fésfato monobasico de sodio 0.02 M 95 %

B: Metanol 5 %

C:0%

D: 0%

4.6.3 PREPARACION DEL ESTANDAR DE CARBOXIMETILCISTEINA
499.5 pug/mL (100%)

Se pes6 50.556 mg de carboximetilcisteina equivalente a 50 mg de
carboximetilcisteina, se transfiri6 a un matraz de 100 mL y se agregé
NaH,PO,4.H,O 0.02 M, aplicando agitaciébn mecanica y simultaneamente sometido
a bafio Maria a temperatura de 40 °C, hasta la disolucion completa del principio
activo; posteriormente se aforo, obteniéndose una concentracion final de 499.5

pg/mL.

4.6.3.1 PREPARACION DEL ESTANDAR DE
CARBOXIMETILCISTEINA PARA CURVA DE CALIBRADO

Para preparar la solucion estandar se utilizé6 estandar de trabajo, con un

porcentaje de pureza de 98.9 % segun el certificado de analisis del proveedor y el

certificado de analisis proporcionado por el area de control de calidad del

Laboratorios SOLKA S.A., dichos certificados mencionados anteriormente se

aprecian en el anexo Xl y XIV.

Se pesd con exactitud en una balanza analitica 75.834 mg de

carboximetilcisteina y teniendo en consideracion la pureza del estandar de trabajo
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98.9 % se obtiene un peso real de 75 mg de carboximetilcisteina, los cuales se
transfirieron inmediatamente a un matraz de 100 mL, y se disolvieron en
NaH,PO,4.H,O 0.02 M, con agitacion mecéanica y simultaneamente fue sometido a
bafio Maria a temperatura de 40 °C, hasta la disoluciéon completa del principio
activo posteriormente se afora, obteniéndose una concentracion de 750 pg/mL.
(Anexo V)

Se prepar6 a partir de la solucion madre, 5 concentraciones distintas para la
curva de calibrado a las siguientes concentraciones: 399.6 ug/mL, 450.0 pug/mL,
499.5 pg/mL, 549.6 pg/mL y 600.0 pg/mL (80 %, 90 %, 100 %, 110 %, 120 %)
todas con NaH,P0O,4.H,O 0.02 M en matraces de 25 mL, con agitacibn manual por
3 minutos para homogenizar la solucion. (Anexo V).Posteriormente se filtraron las

muestras con dispositivos para jeringa de 0.45 um (Anexo Xll), para su lectura.

Diagrama 4.6.3.1.1. Preparacion de la curva de calibrado del estandar de

Carboximetilcisteina

. 13.33 mL/25 mL*1000 = 399.6 pg/mL

75.000 mg/100 mL @ 15 mus2s mLr1000 = 4500 png/mL
T
. —= @ 1665 mL/25 mL*1000 = 499.5 ug/mL

750 pg/mL Sol. madre

. 18.32 mL/ 25 mL*1000 = 549.6 pg/mL

. 20 mL/ 25 mL*1000= 600.0 pg/mL
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4.6.4 PREPARACION DE LA MUESTRA DE CARBOXIMETILCISTEINA 50
mg/mL
Se tomd 1.011 mL de la solucién oral de carboximetilcisteina equivalente a
50 mg de carboximetilcisteina y se transfiri6 a un matraz de 100 mL, se disolvio
con NaH,;PO4.H,O 0.02 M, homogenizacion de la solucién con agitacion manual
durante 2 minutos, concentracion final de 499.5 pg/mL.(Anexo V)

46.4.1 PREPARACION DE LA MUESTRA DE
CARBOXIMETILCISTEINA 50 mg/mL PARA CURVA DE
CALIBRADO

Para preparar la solucion muestra madre se tomo 1.516 mL de la solucién
oral de carboximetilcisteina 50 mg/mL y se transfiri6 a un matraz de 100 mL,
disolviéndose en NaH,PO4.H,O 0.02 M, teniendo una concentracion final de
750 pg/mL. (Anexo V)

De la solucion madre preparada anteriormente se tomaron las siguientes
alicuotas para cada una de las concentraciones de la curva de calibrado:399.6
pg/mL, 450.0 pg/mL, 499.5 pg/mL, 549.6 pg/mL y 600.0 pg/mL (80%, 90%,
100%, 110% y 120%); se filtraron las muestras con dispositivos para jeringa

(Anexo XII) de 0.45 um, para su lectura, cada una se analiz6 por triplicado.
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Diagrama 4.6.4.1.1. Preparacion de la curva de calibrado de la muestra de

carboximetilcisteina

L g

® 1333 mL/25 mL*1000 = 399.6 ng/mL

b g

1.516 mL /200 mL . 15 mL/25 mL*1000 = 450.0 pg/mL
T
~ - &
16.65 mL/25 mL*1000 = 499.5 pg/mL

Sol. Madre 750 pg/mL

L g

@ 1532 mL/ 25 ML*1000 = 549.6 pg/mL

v

. 20 mL/ 25 mL*1000= 600.0 pg/mL

~——

4.6.5 PREPARACION DEL PLACEBO

Se prepararon 200 mL del placebo de carboximetilcisteina, del cual se tomd
una alicuota de 1.011 mL, se transfiri6 a un matraz de 100 mL, yse afor6 con
NaH,PO4.H,O 0.02 M se agito manualmente por 2 minutos, obteniéndose una
concentracion final igual al producto terminado, posteriormente se filtra con

dispositivos para jeringa de 0.45 pm.

Nota: la preparacion del placebo no se describe por normas internas del

laboratorio.
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4.6.5.1 SOLUCION PLACEBO CARGADO AL 80%

Se peso6 40.44 mg de estandar de carboximetilcisteina equivalente a 40 mg
de carboximetilcisteina y se tom6 con una pipeta volumétrica 0.810 mL del
placebo, transfiriéndose a un matraz de 100 mL, se agregé NaH,PO,4.H,O 0.02 M,
se agito mecanicamente y simultaneamente fue sometido a bafio Maria a
temperatura de 40 °C, hasta disolucion completa del principio activo, se aforo y se

obtuvo una concentracion final de 399.6 pg/mL. (Anexo V)

4.6.5.2 SOLUCION PLACEBO CARGADO AL 100%

Se peso6 50.556 mg de estandar de carboximetilcisteina equivalente a 50 mg
de carboximetilcisteina y se tom6 con una pipeta volumétrica 1.011 mL del
placebo, transfiriéndose a un matraz de 100 mL, se agregé NaH,PO,4.H,O 0.02 M,
se agito mecanicamente y simultaneamente fue sometido a bafio Maria a
temperatura de 40 °C, hasta disolucién completa del principio activo, se aforo, y se
obtuvo una concentracion final de 499. 5 pg/mL. (Anexo V)

4.6.5.3 SOLUCION PLACEBO CARGADO AL 120%

Se pesé 60.67 mg de estandar de carboximetilcisteina equivalente a 60 mg
de carboximetilcisteina y se tom6 con una pipeta volumétrica 1.213 mL del
placebo, transfiriéndose a un matraz aforado de 100 mL, se agrega NaH,PO,4.H,O
0.02 M se agita mecanicamente y simultaneamente sometido a bafio Maria a
temperatura de 40 °C, hasta disolucion completa del principio activo, se aforo y se
obtuvo una concentracion final de 600.0 pg/mL. (Anexo V)
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4.6.6 PARAMETROS DE VALIDACION DE LA TECNICA ANALITICA PARA
LA CUANTIFICACION DE PRINCIPIO ACTIVO
CARBOXIMETILCISTEINA
4.6.6.1 PARAMETROS ESTADISTICOS PARA IDONEIDAD DEL
SISTEMA
Se evalla la idoneidad del método analitico observando que el sistema de
medicion funciona apropiadamente, y que es capaz de identificar al analito de
forma inequivoca sin la interferencia de otro compuesto que esté presente en la
muestra también permite verificar que el sistema de medicion funciona

correctamente independientemente de las condiciones ambientales.

Para evaluar estadisticamente la idoneidad del sistema se prepara una
solucion estandar al 100 %, y se inyectan manualmente 5 pL, realizando 10
lecturas de manera independiente y se evallan los siguientes parametros (tabla
4.6.6.1.1):

Tabla 4.6.6.1.1. Parametros estadisticos para adecuacion del sistema

Parametro estadistico Criterio de aceptacion
Coeficiente de variacion CV=2%
Factor de cola <2
NUmero de platos tedricos > 2000
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4.6.6.2 PARAMETROS ESTADISTICOS PARA LINEALIDAD DEL

SISTEMA

Se preparan 5 soluciones a distintas concentraciones 399.6 pg/mL (80 %),
450.0 pg/mL (90 %) 499.5 pg/mL (100 %), 549.6 pg/mL (110 %) y 600.0 pg/mL
(120 %) a partir de la solucion madre de 750 pg/mL analizando por triplicado cada

una de ellas para evaluar los siguientes pardmetros estadisticos:

Tabla 4.6.6.2.1. Parametros estadisticos para linealidad del sistema

Parametros estadisticos

Criterios de aceptacién

Coeficiente de variacion de los factores de

CV<2%
respuesta
Coeficiente de correlacion (r) r=0.9990
Coeficiente de determinacion (r%) r*> 0.9980

Intervalo de confianza para el intercepto

El intervalo debe incluir al 1

Test de Student (t) para evaluar la significacion
estadistica de la desviacion estalddCr del

intercepto (test de proporcionalidad)

tintercepto < ttabulado

Intervalo de confianza para la pendiente

El intervalo no debe incluir el cero

Test de Student (t) para evaluar la significacion
estadistica del estdndar de la pendiente (test

de linealidad)

1:intercepto > ttabulado

Test de Cochran

Gexp < Gtab

Gréafico de residuales

La distribuciébn de los puntos no
debe reflejar ninguna tendencia y

sus puntos deben ser aleatorios.
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4.6.6.3 PARAMETROS ESTADISTICOS PARA PRECISION DEL
SISTEMA

La precision se evalla mediante la repetibilidad, para esta se prepara una

solucion estandar al 100 % y se realizan 10 lecturas de la solucion estandar de
manera independiente.

Tabla 4.6.6.3.1. Parametro estadistico para repetibilidad del sistema

Parametro estadistico Criterio de aceptacion

Coeficiente de variacion CV<s2%

Posteriormente se determina el limite de deteccidbn y cuantificacion

matematicamente segun la ecuacion 33y 34.

4.6.6.4 PARAMETROS ESTADISTICOS PARA ESPECIFICIDAD DEL
SISTEMA

Para evaluar la especificidad del sistema se preparan 3 soluciones distintas

gue corresponde a la solucion muestra, solucion estandar y solucion placebo
todas ellas preparadas a la concentracion del punto medio de la curva de
calibrado, es decir al 100 %. Se analiza cada una de ellas por duplicado y se
comparan las sefialas obtenidas en la muestra y el placebo con las sefiales
obtenidas para el estandar, con el fin de demostrar que no existe interferencia de

los excipientes en la determinacién del principio activo.
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Tabla 4.6.6.4.1. Criterio de aceptacion para evaluacion de especificidad del

sistema

Para cada solucion deben obtenerse los siguientes resultados

Soluciéon Al y A2 (estandar y muestra) Identificacion positiva

Solucién B (placebo) Identificacion negativa

4.6.6.4.1 ESPECIFICIDAD FRENTE A EXCIPIENTES DEL SISTEMA
Se preparan tres soluciones de placebo y tres soluciones placebo cargado,
se realizan lecturas por triplicado de cada solucion preparada, posteriormente se
compara las sefiales obtenidas de la solucion placebo y placebo cargado con
respecto al estandar. Es aceptable la respuesta cuando presente el siguiente
comportamiento:
e Solucion placebo no debe interferir con la sefial obtenida con el estandar.
e Solucién placebo cargado su sefial debe coincidir con la respuesta del
estandar.

46.6.5 PARAMETROS ESTADISTICOS PARA EXACTITUD DEL
SISTEMA

Para evaluar la exactitud es recomendable realizar un minimo de 9

determinaciones a 3 niveles de concentracién que representen el punto minimo,

medio y maximo (80 %, 100 %.120 %) de la curva de calibrado. La exactitud se

evalla en base al porcentaje de recuperacion para ello se trabaja con soluciones

de placebo cargado aplicando el analisis de mezclas de excipientes, cada lectura

se realiza por triplicado a cada nivel de concentracion.
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Tabla 4.6.6.5.1. Parametros estadisticos para evaluar la exactitud del

sistema
Pardmetro estadistico Criterios de aceptacién
% recuperacion promedio 98.5 % - 101.0 %
Test de Cochran Gexp < Gtab
Test de Student texp < ttab

4 7PARAMETROS PARA LA VALIDACION DEL METODO PARA LA
CUANTIFICACION DE CARBOXIMETILCISTEINA S.O 50 mg/mL

4.7.1 PARAMETROS ESTADISTICOS PARA LINEALIDAD DEL
METODO
Se preparan 5 muestras de carboximetilcisteina 50 mg/mL a distintas

concentraciones indicadas de 399.6 pg/mL, 450.0 pg/mL, 499.5 pg/mL, 549.6
pg/mL y 600.0 pg/mL (80 %,90 %,100 %,110 %, 120 %) como se describe
anteriormente, se realizan lecturas por triplicado. Una vez obtenidos los datos se

procesan los datos y se realiza el andlisis estadistico.
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Tabla 4.7.1.1. Parametros estadisticos para linealidad del método

Parametros estadisticos Criterios de aceptacion
f;zzf:;l;n;e de variacion de los factores de CV<2%
Coeficiente de correlacion (r) r=0.9990
Coeficiente de determinacién (r%) r*>0.9980
Intervalo de confianza para el intercepto El intervalo debe incluir a 1

Test de Student (t) para evaluar la
significacion estadistica de la desviacion
estandar del intercepto (test de
proporcionalidad)

1:intercepto < ttabulado

Intervalo de confianza para la pendiente El intervalo no debe incluir el cero

Test de Student (t) para evaluar la
significacion estadistica del estandar de la
pendiente (test de linealidad)

1:intercepto > ttabulado

Test de Cochran Gexp < Gtab

La distribucion de los puntos no
Gréfico de residuales debe reflejar ninguna tendencia y
sus puntos deben ser aleatorios.

4.7.2 PARAMETROS ESTADISTICOS PARA PRECISION DEL METODO

La precision se evalia mediante la repetibilidad del método realizando 10
lecturas consecutivas de una solucién muestra al 100 % y evaluando la precision
intermedia realizando lecturas de soluciones muestras a 3 concentraciones
distintas representando el punto minimo, medio y maximo (80 %, 100 % y 120 %)

de la curva de calibrado realizando lecturas por triplicado e interanalista e interdia.
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Tabla 4.7.2.1. Parametro estadistico para evaluar la repetibilidad del método

Pardmetro estadistico Criterio de aceptacién

Coeficiente de variacion CVZ2%

Tabla 4.7.2.2. Pardmetros estadisticos para evaluar precision intermedia del

método

Parametro estadistico Criterio de aceptacion

Coeficiente dOJ variacion global Cvs<2
Analisis de varianza test de Fisher Fexp < Fiab
Numero de platos teoricos > 2000

4.7.3 PARAMETROS ESTADISTICOS PARA EXACTITUD DEL METODO

Para evaluar la exactitud es recomendable realizar un minimo de 9
determinaciones a 3 niveles de concentracion que representan el punto minimo,
medio y maximo (80 %,100 %.120 %) de la curva de calibrado. La exactitud se
evalla en base al porcentaje de recuperacion, cada lectura se realiza por triplicado

a cada nivel de concentracion.

Tabla 4.7.3.1. ParAmetros estadisticos para evaluar la exactitud del método

Parametro estadistico Criterios de aceptacion

% recuperacion promedio

98.5% - 101.0 %

Test de Cochran

G‘exp < Gtab

Test de Student

texp < ttab
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4.7.4 PARAMETROS ESTADISTICOS PARA ROBUSTEZ DEL METODO

Se evalla la robustez del

condiciones de trabajo establecidas

método realizando modificaciones en las

Tabla 4.7.4.1. Condiciones de trabajo para la evaluacion estadistica de robustez

del método

Condiciones normales de trabajo

Modificaciones

Flujo 0.5 mL/min

Cambio de flujo:
0.5 mL/min a 0.4 mL/min

0.5 mL/min a 0.6 mL/min

Longitud de onda 210 nm

Cambio de longitud:
210 nm a 208 nm

210 nm a 212 nm

Fase movil: Dihidrégeno fosfato
monobasico de sodio 0.02 M y Metanol
(95:5)

Cambio de proporciones de fase movil:
Dihidrogeno fésfato monobasico de sodio
0.02 M y Metanol (90:10)

Tabla 4.7.4.2. Parametros estadisticos para evaluar la robustez del método

Parametros estadisticos Criterio de aceptacién
Coeficiente de variacion para cada condicion CV <2%
Factor de capacidad (K") >1
Numero de platos tedricos (N) > 2000
Factor de cola <2
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4.8REACTIVOS, EQUIPOS Y MATERIALES

Reactivos
o Férmula ) Fecha de
N Nombres o Marca | Grado | Lote | Procedencia o
Quimica vencimiento
Agua Laboratorios
1 . H.0 - - -
Destilada Solka S.A.
Dihidrégeno
fosfato NaH,PO,. | Scharlab Productos el
2 . CLAR | G34523 4 /2016
monobasico H,O S.L. Sol
de sodio
Fisher
S Productos el
3 Metanol CH,0O Scientifi | CLAR 147456 Sol 8/2016
0]
c
Equipos
Muestra de
N° Nombres Marca Modelo N° Serie verificacion de
calibracion
1 pH-metro Cole-Parmer 6201 001049 25-05-2016
2 Bomba al vacio Value V-i220SV 394494 -
3 Balanza Analitica Kern ACS 220-4 WB0900280 10-12-2015
Cromatografo Liquido _
4 _ YL Clarity YL 9100 9110 07-07-2015
de alta resolucién
5 Computadora BenQ VL2040 P621206 -
Agitador magnético y
6 _ Ikamag Reo LM-420D 130304 -
cocina
7 Conductimetro Oakton 473621 180020 -
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Materiales
Cantidad Materiales Capacidad Marca Clase / Tolerancia
3 Matraz aforado 1000 mL Pyrex A/ +0.400 mL
2 Matraz aforado 500 mL Duran A/+0.2mL
1 Matraz aforado 200 mL Kimax A/+0.10 mL
4 Matraz aforado 100 mL Kimax A/+0.10 mL
2 Matraz aforado 50 mL Pyrex A/+0.060 mL
4 Matraz aforado 25 mL Duran A/£0.040 mL
1 Beaker 250 mL Pyrex A
1 Beaker 100 mL Pyrex A
1 Beaker 50 mL Pyrex A
1 Pipeta volumétrica 20 mL Fisherbrand A/0.03 mL
1 Micropipeta 20 pL Thermo Scientific F1
1 Micropipeta 1000pL Thermo Scientific F1
1 Probeta 100 mL Duran Germany A/0.5mL
1 C;'gzlzga . Casio fx-82 MS .
Columna
1 150 mm x 4 mm Knauef -
C18
2 Espfé\tula} de acero Fisherbrand -
inoxidable )
Termometro
1 - Fisherbrand -
(-20°C + 110°C)
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5.1 ANALISIS DE LOS RESULTADOS
5.1.1 TECNICA CROMATOGRAFICA DE LIiQUIDOS DE ALTA
RESOLUCION (CLAR) CON BOMBA BINARIA

Los parametros se evaltan bajo un nivel de confianza del 95%.

5.1.2 ADECUACION DE SISTEMA

Para la evaluacion de la adecuacion del sistema, se prepard una solucion al
100% y se realizaron 10 lecturas a 210nm, con un tiempo de retencion de 2.59
minutos para la muestra de carboximetilcisteina. Los ensayos realizados para
demostrar la adecuacion del sistema cumplen con las especificaciones para la

cual se ha desarrollado y validado dicha técnica de analisis.

En la tabla 5.1.2.1.Se demuestra que el sistema cumple con los pardmetros
establecidos, ya que los cromatogramas presentan un coeficiente de variacion
menor al 2%, la eficiencia de la columna supera los 2000 platos teoricos
establecidos, el factor de cola para el pico de analito no es mayor de 2 y la
desviacion estandar para inyecciones repetitivas no excede el 2%.
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Tabla 5.1.2.1. Tratamiento estadistico de adecuacion del sistema

Concentracion Tiempo de Area Altura Numero de Platos | Factor de Cola

ug({/;nL Retencion (Tg) (MV.s)* (mV)* Teoricos (N) (BIA)*

4991-8 0“}% mi 2.5900 2825.6020 288.8060 4245 4650 0.3537
493-0561%/1)” 2.5930 2825.4620 288.7850 4309.3408 0.3630
492-35‘%"'— 2.6000 2824.5210 288.6610 4278.3118 0.3628

499 Shg/mt 2.5990 2824.3310 288.3930 4329.3068 0.3620
492-35‘%"'— 2.5970 2823.6650 288.0830 4268.4444 0.3625
4991-0561%/{)” 2.5980 2823.3020 288.0780 4218.5025 0.3634
492-35‘%"'— 2.5960 2823.0890 288.0280 4265.1579 0.3632
4991-361%” 2.5900 2822.5500 288.0150 4299.3751 0.3664
4991-351%” 2.6000 2821.1270 287.9650 4278.3118 0.3652
4991-361%"'- 2.5950 2821.0380 287.8820 4261.8726 0.3659
Promedio 25958 2823.4687 288.2696 4275.4089 0.3628
Desviacion estandar (S) 0.0038 1.5924 0.3589 31.8318 0.0036
Coeficien(tg\;j(;(z))variacién 0.1451 0.0564 0.1245 0.7445 0.9786

Fuente: Software YLClarity Chromatography SW y Programa Microsoft Excel 2010

*: VerAnexo Il
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5.1.3 LINEALIDAD DEL SISTEMA

Para evaluar la linealidad se prepararon 5 soluciones estandares con
concentraciones de 399.6 pug/mL (80 %), 450.0 pug/mL (90%), 499.5 pg/mL (100%),
549.6 pg/mL (110%), 600.0 pug/mL(120%), se realizaron lecturas por triplicado de
cada solucion a la longitud establecida de 210nm, obteniéndose los siguientes
resultados que se observan en la tabla 5.1.3.2., para verificar los datos se
procedi6 a calcular estadisticamente la pendiente (b), el intercepto (a), el
coeficiente de determinacion (r?) y el coeficiente de correlacion (r), para el cual se

utilizaron las ecuaciones 13, 14, 15y 16, ( Ver Anexo V).
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Tabla 5.1.3.1. Evaluacion de la curva de calibrado del sistema

N° de muestras Concentracion Area P!atos Tiem_po de FacFor de Factor de
pg/mL (%) (mV.s)* tedricos (N) retencion (Tr) capacidad (K") cola (B/A)*
1 399.6 pg/mL (80 % ) 2262.7260 4302.6957 2.5910 1.1592 0.3695
2 399.6ug/mL (80 %) 2259.8900 4335.9724 2.6010 1.1496 0.3838
3 399.6ug/mL (80 %) 2257.4230 4212.0100 2.5960 1.1455 0.3924
4 450.0 pg/mL (90 %) 2552.5420 4242.1873 2.5890 1.1611 0.3369
5 450.0 pg/mL (90 %) 2549.9920 4228.2506 2.6010 1.1496 0.3404
6 450.0 pg/mL (90 %) 2548.5880 4322.6464 2.5970 1.1642 0.3518
7 499.5 pg/mL (100 %) 2825.4570 4271.7323 2.5980 1.1471 0.3623
8 499.5pg/mL (100 %) 2824.1050 4315.9910 2.5950 1.1535 0.3627
9 499.5 pg/mL (100 %) 2821.6400 4238.9108 2.5880 1.1513 0.3626
10 549.6 pug/mL (110 %) 3115.8970 4286.1054 2.5860 1.1568 0.3449
11 549.6pg/mL (110 %) 3113.4660 4312.6653 2.5940 1.1527 0.3520
12 549.6 pug/mL (110 %) 3110.1870 4261.8726 2.5950 1.1625 0.3564
13 600.0 pg/mL (120 %) 3389.9700 4231.5025 2.6020 1.1683 0.3245
14 600.0 pg/mL (120 %) 3386.4130 4325.9760 2.5980 1.1507 0.3303
15 600.0 pg/mL (120 %) 3384.2590 4252.0242 2.5920 1.1510 0.3293
Pendiente (b) 5.6286
Intercepto(a) 14.0099
Coeficiente de Correlacion (r) 0.9999
Coeficiente de Determinacion (r?) 0.9999

Fuente: Software YLClarity Chromatography SW y Programa Microsoft Excel 2010

*: VerAnexo I

59 | Bra. Katherine Danelia Castillo Morales, Bra. Yeribeth Elisa Rodriguez Martinez




Validacion de la Técnica Analitica para Cuantificacion de Carboximetilcisteina
solucion oral 50 mg/mL por Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (CLAR).

Gréfico 5.1.3.2.1. Curva de calibrado para la linealidad del sistema

Linealidad del sistema de carboximetilcisteina en
CLAR

3600
3400
3200
3000
2800
2600
2400
2200

y = 5.6286x + 14.0099
R2 =0.9999

Area (m.V.s)

350 400 450 500 550 600 650
Concentracion (pg/mL)

Fuente: Programa Microsoft Excel 2010

5.1.4 ECUACION DE LA RECTA DE LA LINEALIDAD DEL SISTEMA

Se utilizé el método de minimos cuadrados, que consiste en ajustar “b”, “x” y

“a” para minimizar la suma de los cuadrados de los residuales y obtener funciones
lineales (Skoog, D., West, D., Holl, F., & Crouch, S, 2003, p. 37-60)

Los resultados obtenidos del analisis de los minimos cuadrados se observan

enlatabla5.1.4.1.
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Tabla 5.1.4.1.Anélisisde minimos cuadrados de la linealidad del sistema en CLAR

Concentracion Area ) ) i 2 ] ei= G —yi)
Hg/mL (%) (MV.S)(yi) xi-x (xi-x) yi-y »i-9 (xi-X)(yi — ) Xxi™* y=bxx+ax residuales
(xi)

399.6 pg/mL (80 %) 2262.7260 | -100.1400 | 10028.0196 | -564.1110 318221.2203 56490.0755 159680.1600 2263.1909 0.4649
399.6 ug/mL (80 %) 2259.8900 | -100.1400 | 10028.0196 | -566.9470 | 321428.9008 56774.0726 159680.1600 2263.1909 3.3009
399.6 pg/mL (80 %) 2257.4230 | -100.1400 | 10028.0196 | -569.4140 | 324232.3034 57021.1180 159680.1600 2263.1909 5.7679
450.0 pg/mL (90 %) 2552.5420 -49.7400 | 2474.0676 | -274.2950 75237.7470 13643.4333 202500.0000 2546.8714 -5.6706
450.0 pg/mL (90 %) 2549.9920 -49.7400 | 2474.0676 | -276.8450 76643.1540 13770.2703 202500.0000 2546.8714 -3.1206
450.0 pg/mL (90 %) 2548.5880 -49.7400 | 2474.0676 | -278.2490 77422.5060 13840.1053 202500.0000 2546.8714 -1.7166
499.5 pg/mL (100 %) 2825.4570 -0.2400 0.0576 -1.3800 1.9044 0.3312 249500.2500 2825.4861 0.0291
499.5 ug/mL (100 %) 2824.1050 -0.2400 0.0576 -2.7320 7.4638 0.6557 249500.2500 2825.4861 1.3811
499.5 pg/mL (100 %) 2821.6400 -0.2400 0.0576 -5.1970 27.0088 1.2473 249500.2500 2825.4861 3.8461
549.6 pg/mL (110 %) 3115.8970 49.8600 2486.0196 289.0600 83555.6836 14412.5316 302060.1600 3107.4781 -8.4189
549.6 ug/mL (110 %) 3113.4660 49.8600 2486.0196 286.6290 82156.1836 14291.3219 302060.1600 3107.4781 -5.9879
549.6 ug/mL (110 %) 3110.1870 49.8600 | 2486.0196 | 283.3500 80287.2225 14127.8310 302060.1600 3107.4781 -2.7089
600.0 pg/mL (120 %) 3389.9700 100.2600 | 10052.0676 | 563.1330 317118.7757 56459.7146 360000.0000 3391.1585 1.1885
600.0 pg/mL (120 %) 3386.4130 100.2600 | 10052.0676 | 559.5760 313125.2998 56103.0898 360000.0000 3391.1585 4.7455
600.0 pg/mL (120 %) 3384.2590 100.2600 | 10052.0676 | 557.4220 310719.2861 55887.1297 360000.0000 3391.1585 6.8995

X = 499.7400 2826.8370 0.0000 | 5008.0464 0.0000 | 158678.9773 28188.1952 254748.1140 2826.8370

Y =7496.1000 42402.5550 0.0000 | 75120.6960 0.0000 | 2380184.6599 422822.9277 3821221.7100 42402.5550

Fuente: Software YLClarity Chromatography SW y Programa Microsoft Excel 2010

*: VerAnexo Il
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El andlisis de los residuales de la linealidad del sistema CLAR, presenta una
distribucion aleatoria y no refleja tendencias como se observa en el gréfico

5.1.4.1.1, demostrandose la ausencia de error sistematico y por lo tanto el sistema

es valido.

Grafico 5.1.4.1.1. Andlisis residual de la linealidad del sistema

Residuales de Linealidad del Sistema CLAR
6 -
4 - ® 42779
€ 3.1779
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Qo ¢ 17521
®©
>
.-9 O T T T T T 1
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_2 4

€ -3.5026
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6 - 4 -5.7053
Concentracion (pg/mL)

Fuente: Programa Microsoft Excel 2010

Calculos para analisis estadistico de la linealidad del sistema:
Pendiente (b)

Sex = 2(x; — %)% = 75120.6960

Sy = X(x; — %) (y; — y) =422822.9277

Donde:
Sxx: Suma de los cuadrados de las desviaciones respecto a la media de los

valores de x.
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Sxy: Suma de los cuadrados de las desviaciones respecto a la media de los

valores de x e y.

_ Sxy
o Sxx

b= 422822.9277/ 75120.6960= 5.62858= 5.6286

Intercepto (a)

L1 =42402.5550/15 = 2826.8370

y==

- _ in _ _

X = W =7496.1000/15 =499.74
a=y—bx

a = 2826.8370- 5.62858 (499.7400) =14.0099

Coeficiente de correlacion (r)

r= X7 (xi—X)(vi-y)
VEIxi-x)? L(yi-y)?

r =0.9999

Coeficiente de determinacion (r)?
r? = (r)?

r’ = (0.9999)% = 0.9998

Analisis de los minimos cuadrados del sistema:

(Ecuacion 13)

(Ecuacién 14)

(Ecuacion 15)

(Ecuacion 16)

1) Sumade los cuadrados de las desviaciones respecto a la media de los

valores de x:

P2
Sxx = Y(xi —x)* = Y xi%? — (Z;—l)
Sxx = Y (xi —x)?=75120.6960
Donde:
xi = pares de datos individuales de x.

x=valor medio o promedio de la variable (x)

(Ecuacién 17)
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2) Suma de los cuadrados de las desviaciones respecto a la media de los

valores dey:
i\ 2
Syy =Y@i—-y)? =Yy - @% (Ecuacion 18)
syy = Y(yi — y)? = 2380184.6599
Donde:

yi= pares de datos individuales de y

y=valores medio o promedios de la variable (y)

3) Suma de los cuadrados de las desviaciones respecto a la media de los
valores dex ey:

nxiyyi

~ (Ecuacion 19)

Sxy = X(xi —x)(yi —§) = X xiyi —
xy = Y(xi — %) (vi — §)= 422822.9277
Donde:
yi = pares de datos individuales de y.

¥ = valor medio o promedio de la variable (y)

5.1.5 TEST DE LINEALIDAD DEL SISTEMA: TEST DE STUDENT PARA
LA PENDIENTE (b) EN CLAR

El test de linealidad se realiza con objetivo de demostrar que existe una
pendiente significativa distinta de cero, se utiliza el test de Student con un grado
de significacion igual 95 %, con el que se demuestra que los intervalos de
confianza no incluyen el cero. Para determinar el tex, de dos colas, para n-2 grados
de libertad igual a 13 con un nivel de confianza del 95% con un grado de
significacion a = 0.05 (a/2 = tp.05, 13), €l valor critico en la tabla de la distribucion t
Student es 2.160.

Para esta prueba debe cumplirse el criterio de aceptacion que el texp> trap;

hipétesis:
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Ho: M1=H2
Hi: pa#y2

Para calcular el texp, se utilizé la siguiente ecuacion:
(Ecuacion 20)

Ll
exp Sp
Para encontrar el teyp €S necesario calcular la desviacion estandar de la

regresion (S;) para obtener la desviacion estandar de la pendiente S,

Calculo de la desviacion estandar de la regresion (S;) del sistema:
(Ecuacion 21)

5, = [t
\/2380184.66 — 2379909.2290

\/2380184.6599 — (5.6286)%(75120.6990)
B 15 -2

- 15 — 2

r

275.4313
= |[——=—=+V21.1870 = 4.6029

S, =
" 13
Calculo de la desviacion estandar de la pendiente (Sp) del sistema

Debe de cumplir el criterio de aceptacion que el texp>tian:

Hipotesis:
Ho: H1=H2
Hi: Lll?f}.lz
SZ .
S, = |[— (Ecuacion 22)
Sxx

S, = (4.6029)F _ 2.82x10~4 = 0.0167
b= 1751206960 YO TV

Se obtiene un teyp:
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_|b] _ |5.6286]

toxp = = ————— = 335.1548
er s, 0.0167

Doénde:

|b| =Valor absoluto de la pendiente

Sb =Desviacion estandar de la pendiente.

Se obtiene un tey > tap COmprobando estadisticamente que existe una
pendiente diferente de cero siendo: 335.1548> 2.160, por lo tanto se acepta la
hipotesis alternativa (H;) el intervalo de confianza confirma lo demostrado por el
test de Student: b = t*S,

b+t*S,=5.6286 +2.160* 0.0167
5.6286 +0.0360
[5.5926 a 5.6646]

5.1.6 TEST DE PROPORCIONALIDAD DEL SISTEMA: TEST DE
STUDENT PARA EL INTERCEPTO (a) EN CLAR

El test de proporcionalidad permite evaluar si la recta pasa por el origen de

las coordenadas, determinando si la variable independiente (x) es significativa a

cero. Para evaluar este test de proporcionalidad se recurre a una prueba mediante

el test de Student como en el caso anterior.

Para esta prueba debe cumplirse el siguiente criterio de aceptacion en el cual
el texp< tian; hipotesis:
Ho: H1=H2
Hi: pa#d2
Para calcular el tex, se utilizé la siguiente formula:

texp = % (Ecuacion 23)

Doénde:
|a] =Valor absoluto del intercepto

S, =Desviacion estandar del intercepto
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Para encontrar el tey, para el intercepto es necesario calcular la desviacion

estandar de la regresion S, = 4.6029 y la desviacion estandar de la pendiente (Sp).

1 .
S, = S, * \/N—(in)z/Zx-z (Ecuacion 24)

1
Sa = 4.6029 = J15 — (7496.1000)2 /3821221.7100

1 1
Sa = 46029 x /m=4-6029* /0.2948

Sq = 4.6029 x vV3.3911 = 4.6029 * 1.8415 = 8.4763

Se obtiene un teyp:

. _lal _114.0099]
P T s 84763

= 1.6528
Se obtuvo un tep< tiap COMprobando estadisticamente que existe una variable

x diferente de cero siendo: 1.6528<2.160, y que la recta pasa por el origen de las
coordenadas, Yy el intervalo de confianza confirma lo demostrado por el test de
Student: a+t* S,
att*S,=14.0099 + 2.160 * 8.4763

14.0099 +18.3088

[-4.2989 a 32.3187]

5.1.7 TEST DE COCHRAN PARA EL SISTEMA
El test de Cochran se emplea con el objetivo de demostrar que las
variaciones de las concentraciones son homogéneas, por lo tanto, el Gexp < Giap. El

valor critico de Cochran se determina C = (K,v,a )
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Doénde:

K = es el numero de datos o nimero de réplicas

U=grados de libertad definido como Nmax-1, donde nnax €s el mayor de los
tamarfios de las muestras.

a = nivel de significancia 0.05
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Tabla 5.1.7.1. Test de Cochran para el andlisis de varianza de los factores de respuesta del sistema en CLAR

Concentracién Area Factor de Promedio de Es?gﬁ\éiaar(éisé)nde Varianza (S% de

pg/mL (%) (mV.s)* Respuesta F=y/x F=y/x F=ylx F=y/x
399.6 pug/mL (80 %) 2262.7260 5.6625 05
399.6 pg/mL (80 %) | 2259.8900 5.6554 5.6557 0.0066 4.40x10
399.6 pug/mL (80 %) 2257.4230 5.6492
450.0 pg/mL (90 %) 2552.5420 5.6723 05
450.0 ug/mL (90 %) | 2549.9920 5.6666 >.6675 0.0045 1.98x10
450.0 pg/mL (90 %) 2548.5880 5.6635
499.5 pg/mL (100 %) 2825.4570 5.6566 5 6531 0.0039 1 50x10°%
499.5 pg/mL (100 %) 2824.1050 5.6539 ' ' OUX
499.5 pg/mL (100 %) 2821.6400 5.6489
549.6 pg/mL (110 %) 3115.8970 5.6694 05
549.6 pg/mL (110 %) 3113.4660 5.6650 5.6645 0.0052 2.71x10
549.6 pg/mL (110 %) 3110.1870 5.6590
600.0 pg/mL (120 %) 3389.9700 5.6500
600.0 pg/mL (120 %) 3386.4130 5.6440 5.6448 0.0048 2.31x10%
600.0 pg/mL (120 %) 3384.2590 5.6404

Promedio (x) 5.6571
Desviacion Estandar (S) 0.0091 2
—= —— 2S§;=0.0001
Coeficiente de Variacion (CV%) 0.1609 '

Fuente: Software YLClarity Chromatography SW y Programa Microsoft Excel 2010
*: VerAnexo lI
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La hipotesis es:
Ho= Gexp< Gtab
Hi= Gexp> Gtab

El valor de Ge,p Se calcula con la siguiente formula:

__ S? Maxima

Gexp = vz (Ecuacion 25)
L

Doénde:
S2Maxima: varianza maxima de los grupos.

Y. SZ: Sumatoria de las varianzas de cada grupo.

Se calculo el valor de Geyp:

_ 440x1075

Goxp = —————— = 0.4400
ep 0.0001

Al realizar la comparacién del valor experimental con el valor critico se
obtiene que el Geyp 0.4400 < Gip 0.841, cumpliendo la hipotesis nula donde se
comprueba que x o el factor de respuesta no tiene influencia en la variabilidad de
los resultados, el valor critico se calcula determinando el valor de: a= 0.05, K=5y
n=2.
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g,

5.1.7.1 COEFICIENTE DE VARIACION DE LOS FACTORES DE
RESPUESTA PARA EL SISTEMA
El factor de respuesta expresa la relacion de la lectura o respuesta (area) y la
concentracion y puede tomarse como una expresion aproximada de la sensibilidad
del calibrado (AEFI2001, p. 68-94). Los valores recomendables son los inferiores
al 2 % para demostrar la linealidad, para calcular el coeficiente de variacion se
aplicé la siguiente formula:

CV % ==%100 (Ecuacién 26)

il ©»

Segun la tabla 5.1.7.1 del Test de Cochran varianza de los factores de
respuesta en CLAR, el valor que se obtiene para el coeficiente de variacién es:

0.1609 < 2 % demostrando la adecuada linealidad del sistema.

5.1.8 ANALISIS DE VARIANZA DEL SISTEMA EN CLAR

Para realizar el andlisis de varianza es necesario cumplir con la:
homogeneidad de las varianzas y normalidad de los residuales. Segun la AEFI
2001, el analisis de la varianza se fundamenta en la suma de los cuadrados
totales (tabla 5.1.8.1) la cual se descompone como la suma de los cuadrados

residuales y la regresion:
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Tabla 5.1.8.1. Andlisis de varianza del sistema en CLAR

Concentracion Area Analisis Residual Andlisis de Regresion
Hg/mL (%) (mV.s)* | §=bxx+ax yi—§y yi—9*2 y-y § —9)?
399.6 pg/mL (80 %) | 2262.7260 | 2263.1985 -0.4725 0.2232 -563.6385 317688.4099
399.6 pg/mL (80 %) | 2259.8900 2263.1985 -3.3085 10.9459 -563.6385 317688.4099
399.6 pg/mL (80 %) | 2257.4230 2263.1985 -5.7755 33.3559 -563.6385 317688.4099
450.0 ug/mL (90 %) | 2552.5420 2546.8799 5.6621 32.0594 -279.9571 78375.9809
450.0 pg/mL (90 %) | 2549.9920 2546.8799 3.1121 9.6852 -279.9571 78375.9809
450.0 pg/mL (90 %) | 2548.5880 2546.8799 1.7081 2.9176 -279.9571 78375.9809
499.5 pg/mL (100 %) | 2825.4570 2825.4956 -0.0386 0.0015 -1.3414 1.7994
499.5 pg/mL (100 %) | 2824.1050 | 28254956 -1.3906 1.9338 -1.3414 1.7994
499.5 pg/mL (100 %) | 2821.6400 2825.4956 -3.8556 14.8656 -1.3414 1.7994
549.6 pg/mL (110 %) | 3115.8970 3107.4885 8.4085 70.7036 280.6515 78765.2389
549.6 ug/mL (110 %) | 3113.4660 3107.4885 5.9775 35.7310 280.6515 78765.2389
549.6 ug/mL (110 %) | 3110.1870 3107.4885 2.6985 7.2821 280.6515 78765.2389
600.0 pug/mL (120 %) | 3389.9700 3391.1699 -1.1999 1.4397 564.3329 318471.6159
600.0 pug/mL (120 %) | 3386.4130 3391.1699 -4.7569 22.6280 564.3329 318471.6159
600.0 ug/mL (120 %) | 3384.2590 | 3391.1699 -6.9109 47.7605 564.3329 318471.6159
Promedio (x) 2826.8370 SCres = 291.5332 SCres =2379909.1350

Fuente: Software YLClarity Chromatography SW y Programa Microsoft Excel 2010

* VerAnexo Il
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La AEFI 2001, refleja que la ecuacion aplicada para el célculo de la varianza

residual (S; ) se determina a partir de los datos de los minimos cuadrados, con la
siguiente ecuacion:

— ¢2 _ ZOi=D* "
Vees = Syx = — (Ecuacion 28)
Calculo de la varianza residual (Vges) del sistema:

5 291.5332
VRES = Sy,x = 1_3 = 22.4256

SCT = SCRES + SCREG
SCr=291.5332+2379909.1350
SCr=2380200.668

Célculo de la varianza residual del sistema:

S —)2
Vree = S§* = Z% (Ecuacion 29)
) 2379909.1350
Vege = S2, = = = 158660.609

Realizados una vez los célculos de las varianzas y de los residuales se
calcula el valor de Fisher, donde el Fex, > Frap €l cual prueba estadisticamente que
existe una pendiente diferente de cero. La hipétesis plantea que:

Ho: Fexp™> Ftab
H1: Fexp< Ftab

Para calcular el Feyp se aplica la siguiente formula:

14 .,

Foxp = Viiz (Ecuacion 30)
o _ 158660609
P 224256 '

Por lo tanto, Feyp= 7074.9772> Fip (0.05, 1, n-2) = 4.666, cumpliendo el
criterio de aceptacion Ho: Fexp > Frap demostrando la existencia de una pendiente

diferente de cero,
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Se valida la linealidad del sistema, realizando diferentes pruebas y test
estadisticos como: el analisis de minimos cuadrados para el ajuste de la curva de
calibrado, obteniendo valores para la pendiente y el intercepto con sus respetivas
desviaciones estandar, demostrando diferencia significativa mediante el uso del
test de Student.

También se recurre al test de Cochran para demostrar la homogeneidad de
la varianza, se evallan los residuales y se determina estadisticamente que existe
independencia y una distribucion normal, demostrando que la relacion

concentracion y area es lineal.

5.1.9 PRECISION DEL SISTEMA EN CLAR

El objetivo del estudio de la precision es conocer la variabilidad o el mas o
menos del método de ensayo. Esta variabilidad es debida a errores aleatorios
inherentes a todo método de ensayo (AEFI 2001, p. 68-94). Para evaluar la
precision de sistema se trabaja con muestras estandar al 100 %, mediante la
repetibilidad y la precision intermedia del sistema. La precisibn de un método

analitico se expresa mediante el coeficiente de variacion de una serie de medidas.

El estudio de repetibilidad se realiza mediante la evaluacibn de 10
determinaciones con concentraciones de trabajo al 100 %, se determinan los
valores medios, la desviacion estandar y los coeficientes de variacién en funcion al
factor de respuesta. La guia ICH recomienda introducir los intervalos de confianza

en el estudio de la precision.
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Tabla 5.1.9.1. Evaluacién de la repetibilidad del sistema en CLAR

NUmero Concentracion P Datos del factor de Tiempo NUmero de
de mL Area Factor de respuesta de latos tedricos
lecturas ug% (mV.s)* Respuesta F(Y/X) Medi Desviacién | Retencién P (N)
edia | Estandar(S) (Tr)
1 4495 ugimk | 5955 6910 5.6569 2.6040 4291.4859
100 %
2 449.5 ug/mL 2825.1130 5.6559 2.5880 4186.0900
100 %
3 4495 pgiml | 505 353 5.6543 2.6020 4339.3072
100 %
4 449.5 ug/mL 2823.9870 5.6536 2.5870 4235.6356
100 %
5 4495 ugimk | 5554 9340 5.6519 2.6030 4342.6432
100 %
2395 gL 5.6522 0.0028
6 : 2822.9360 5.6515 2.6040 4238.0100
100 %
7 449.5 ug/mL 2822.4280 5.6505 2.5850 4229.0890
100 %
8 449.5ug/ml 1 5855 9390 5.6498 2.5910 4248.7440
100 %
9 449.5 ug/mL 2821.8060 5.6493 2.5990 4221.7506
100 %
10 449.5ug/ml | 5851 5590 5.6488 25890 4296.0558
100 %
Coeficiente de variacion (CV%) 0.0495

Fuente: Software YLClarity Chromatography SW y Programa Microsoft Excel 2010

*: VerAnexo Il
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5.19.1 EVALUACION ESTADISTICA DE LA REPETIBILIDAD DEL
SISTEMA EN CLAR
Se obtienen los siguientes datos, a partir de los valores a los cuales se les
realiza la evaluacidn estadistica para la repetibilidad:
Media:

X = % (Ecuacién 31)

x=5.6522

Desviacion estandar (S):
La repetibilidad como parte de evaluacién estadistica de la precision al
determinar su desviacidén estandar se obtiene un valor de 0.0141 indicando que no

existe diferencia significativa.
S=JYX(xi—x%)2/(m—1) (Ecuacion 32)
S5=0.0028

Coeficiente de variacion (CV %):

El coeficiente de variacién para el andlisis estadistico no debe excederse
del 2% que es el criterio de aceptacion, el objetivo de calcular S es proporcionar
informacion de la relacion existente que hay ante la desviacion de la muestra y la

media. Para calcular el CV % se utiliza la ecuacion 26.
S

CV ==%100
X

CV =0.0495 %

Limite de deteccion (LOD)
Es la concentracion minima del analito que puede ser detectada, pero no

necesariamente cuantificada, se calcula con la siguiente formula:

LOD = 3'%6 (Ecuacién 33)
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Donde:
o: Es la desviacion estandar de la respuesta de la muestra.

b: Es la pendiente de la curva de calibracion para linealidad.

Célculo del LOD:

_3.3(0.0028)

— -3
LOD = ce286 1.64 x107° pg/mL

Limite de cuantificacién (LOQ)

Concentracion minima del analito que se puede determinar con precision y

exactitud aceptables.

LOQ = 1%0 (Ecuacién 34)

Donde:
o: Es la desviacion estandar de la respuesta de la muestra.

b:Es la pendiente de la curva de calibracion para linealidad

Calculo del LOQ:

_10(0.0028)

— -3
LOQ = ce286 4.97 x10™°ug/mL

5.1.10 EXACTITUD DEL SISTEMA EN CLAR

La exactitud se evalia a 3 niveles de concentracion 399.6 pg/mL (80 %),
499.5 pg/mL (100 %) y 600.0 pg/mL (120 %), mediante muestras de placebo
cargado con estandar de trabajo de carboximetilcisteina, los cuales corresponden

al punto minimo, medio y méaximo de la curva de calibrado.
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Tabla 5.1.10.1. Evaluacioén estadistica de la exactitud del sistema en CLAR

Numero de Concer/utrﬁcmn Area I:actor de Promedio Déasv,laglon Varianza (S%)
lecturas Hg'm (mV.s)* espuesta F=YIX standar F=Y/IX
% ' F=Y/X F=Y/X
399.6ug/mL
1 30 % 2260.6310 5.6572
-05
5 3995%%2/“_ 2957 7900 5 6501 5.6516 0.0050 2.51x10
399.6 pg/mL
3 80 % 2256.7660 5.6476
499.5 pg/mL
4 100 % 2825.0310 5.6557
-06
5 499.?0uog/mL 2894.1130 5 6539 5.6534 0.0026 6.83x10
6 995 H9ML 1 2822 4560 5.6506
600.0 pg/mL
7 120 % 3389.6130 5.6494
8 600.0 ug/mL 3387.4030 5.6457 5.6457 0.0037 1.38x10
120 %
600.0 pg/mL
9 120 % 3385.1590 5.6419
Promedio 5.6502
Desviacion Estandar (S) 0.0049 X$%=0.00005
Coeficiente de Variacion (CV%) 0.0863

Fuente: Software YLClarity Chromatography SW y Programa Microsoft Excel 2010

*: VerAnexo Il
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5.1.10.1 EVALUACION ESTADISTICA DE LA EXACTITUD DEL
SISTEMA
Se determina la media y la desviacion estandar aplicando la ecuacion 18 y
19 respectivamente:
Media:

2= 25 _ 56502
n

Desviacion estandar (S):

S= JZ(xi — )2/ (n—1) = 0.0049

Test de proporcionalidad de Cochran:
Se debe de cumplir que:

Gexp< Gtab

Se determina el Geyp haciendo uso de la ecuacion 12:

- §? Maxima _ 2.51x107° _ 0.5020
P $s§z T 0.00005

El valor de Gip de la distribucion de G de Cochran para un grado de
significaciéon a= 0.05 % a 3 niveles de concentracion (k= 3) y 2 grados de libertad,
el valor critico es de 0.966. Al comparar el valor experimental con el valor critico,
se obtiene un Geyp 0.5020 < Gap 0.966, por lo tanto se cumple con el criterio de
aceptacion donde se comprueba que X o factor de respuesta no tiene influencia en

la variabilidad de los resultados
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Tabla 5.1.10.1.1. Evaluacién de la exactitud del sistema aplicando el test de
Cochran para porcentaje de recuperacion

Cde Concentracion Promedio %
octuras pg/mL % Recuperacion de | s si?
% Recuperacion

L 499.5 pg/mL 100.0157
100 % '

2 4995 g/l 99.9746 99.9903 0.0222 0.0005
100 % ' ' ' '

3 499.5 pg/mL 99,9807
100 % '

A 499.5 pg/mL 100.0112
100 % '

5 4995 hg/mt 99.9744 99.9880 0.0202 0.0004
100 % ' ' ' '

5 499.5 pg/mL 99,9785
100 % '

; 499.5 pg/mL 100.0140
100 % '

8 4995 g/t 99.9883 100.0013 0.0129 0.0002
100 % ' ' ' '

9 499.5 pg/mL 100.0017
100 % '

Promedio (X) 99.9932
Desviacion Estandar (S) 0.0174 ZSi%? =0.0011
Coeficiente de variacion (CV%) 0.0174

Fuente: Software YLClarity Chromatography SW y Programa Microsoft Excel 2010

Test de proporcionalidad del método: test de Cochran
Debe de cumplir con el Geyp < Giap

S? maxima _0.0005

Gexp = = = 0.4545
“xp % S? 0.0011
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Al comparar el valor experimental con el valor tabulado se cumple la
hipotesis nula que el Geyp 0.4545 < G4p0.996, comprobando que el factor de

respuesta no tiene influencia sobre la variabilidad de los resultados.
Test de Student

Como criterio de aceptacion para el test de Student debe cumplir que el tex, <
tap, €l valor critico tabulado para n-1 grados de libertas y 95 % de confianza el tip =
4.303.

Para calcular el valor experimental se aplica la siguiente férmula:

b= |100— x|+ Vn
exp T cv%

(Ecuacién 35)
Dénde:

X = Media del porcentaje de recuperacion

CV = Coeficiente de variacién del porcentaje de recuperacién

n = nimero de muestras 3

1100 -99.9932] V3 _ 0.0068 * 1.7320

tory = = 0.6768
exp 0.0174 0.0174
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5.1.11 LINEALIDAD DEL METODO (CARBOXIMETILCISTEINA)

Para determinar la linealidad se realizan 5 soluciones muestras a distintas
concentraciones como se menciona en el inciso 5.2.4.1. Se realizan analisis por
triplicado para cada solucion a una longitud de onda de 210 nm y los resultados

obtenidos se presentan a continuacién en latabla 5.1.11.1.:

Tabla 5.1.11.1. Evaluacién de la linealidad del método de carboximetilcisteina 50
mg/mL en CLAR

Concentracion Area Factor de ] Desviacion ] Varianza
ug/mL (%) (MV.s)" Respuesta | Promedio Esténdar Varianza Méxima Gexp
F=YIX
399.6 pg/mL (80 %) | 2249.9990 5.6306
399.6 pg/mL (80 %) | 2245.8340 5.6202 5.6219 0.0080 6.39 x 10°
399.6 pg/mL (80 %) | 2243.7160 5.6149
450.0 pg/mL (90 %) | 2537.5690 5.6390
450.0 ug/mL (90 %) | 2534.8410 5.6330 5.6315 0.0084 7.02x 10°
450.0 pg/mL (90 %) | 2530.1120 5.6225
499.5 pg/mL (100 %) | 2819.7170 5.6451
499.5 pg/mL (100 %) | 2817.0970 5.6398 5.6403 0.0045 2.04x10° 0.0001 0.4060
499.5 pg/mL (100 %) | 2815.2170 5.6361
549.6 pg/mL (110 %) | 3103.8110 5.6474
549.6 pug/mL (110 %) | 3102.0990 5.6443 5.6441 0.0034 1.12x10°
549.6 pg/mL (110 %) | 3100.1250 5.6407
600.0 pg/mL (120 %) | 3379.1250 5.6319
600.0 pg/mL (120 %) | 3376.9550 5.6283 5.6289 0.0027 7.12x10°
600.0 pg/mL (120 %) | 3375.9990 5.6267
Variabilidad o Pardmetros Estadisticos
Pendiente (b) 5.6544
Intercepto (a) -10.2642
Coeficiente de Correlacion (r) 0.9999
Coeficiente de Determinacion (r2) 0.9999

Fuente: Software YLClarity Chromatography SW y Programa Microsoft Excel 2010

*: VerAnexo Il
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En la tabla 5.1.11.1 se presentan los resultados para la linealidad del
método, para la comprobaciéon de estos datos se procede a calcular
estadisticamente la pendiente (b), el intercepto (a), el coeficiente de determinacion

(r) y coeficiente de correlacion (r).

Célculos para anélisis estadistico de la linealidad:
Pendiente (b)

_ Sxy
Sxx

b=424764.7771/ 75120.6960 = 5.6544

Dénde:

(Ecuacion 13)

Sxy = Es la suma de los cuadrados de las desviaciones respecto a la media de los
valores individuales de x e y.
S .= Suma de los cuadrados de las desviaciones respecto a la media de los

valores individuales de x.

Intercepto (a)

a=y—bx (Ecuacion 14)

a = 2815.4811-5.6544 (499.7) = -10.2642

La pendiente es un factor que limita la sensibilidad, siendo el valor de la

pendiente de 5.6544y el sesgo es de -10.2642 indicado por el valor del intercepto.

Coeficiente de correlacion (r)
Y (xi—x)(yi-y)

r =
VEEi-%)? E(yi-y)?

(Ecuacionilh)

r=0.9999
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Coeficiente de determinacion (r?)
r2 = (0.9999)% = 0.9998

A continuacion, se presenta la curva de calibrado y la ecuacién de la recta,
en ella se puede observar proporcionalidad entre concentracidn y respuesta

cromatografica.

Grafico 5.1.11.2. Linealidad del método de cuantificacion de

carboximetilcisteina 50 mg/mL, S.O

Linealidad del Método de Carboximetilcisteina en
CLAR
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2400 -
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y = 5.6544x - 10.2642
R2 =0.9999

Area (mV.s)

350 400 450 500 550 600 650

Concentraciéon (pg/mL)

Fuente: Software YLClarity Chromatography SW, Programa Microsoft Excel 2010

La ecuacion de la recta para la curva de calibrado, se expresa segun y =
5.6544+ -10.2642 con r = 0.9999 y r* = 0.9998

5.1.11.1 ECUACION DE LA RECTA DE LA LINEALIDAD DEL
METODO EN CLAR
Se procede a realizar el método de los minimos cuadrados, que consiste en
ajustar dichos parametros para minimizar la suma de los cuadrados de los
residuales y obtener funciones lineales (Skoog, D., West, D., Holl, F., & Crouch,
S., 2003, p. 37-60)
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Tabla 5.1.11.1.1. Analisis de minimos cuadrados para linealidad del método en CLAR

Concentracion

Area

Fuente: Programa de Microsoft Excel 2010

*: Ver Anexo Il
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pHg/mL (%) (V.S (D) xi-x (xi-x)? yi—§ (yi—)? (Xi-X)(yi-¥) Zxi? y=brx+a* |ei - @ —yi)
(xi) residuales
399.6 ug/mL (80 % ) 2249.9990 | -100.1400 10028.0196 -565.4821 | 319769.9677 | 56627.3742 159680.1600 2249.2464 -0.7526
399.6 pg/mL (80 %) 2245.8340 | -100.1400 10028.0196 -569.6471 | 324497.7806 | 57044.4573 159680.1600 2249.2464 3.4124
399.6 pg/mL (80 %) 2243.7160 | -100.1400 10028.0196 -571.7651 | 3269152915 | 57256.5538 159680.1600 2249.2464 5.5304
450.0 pg/mL (90 %) 2537.5690 | -49.7400 2474.0676 -277.9121 | 77235.1168 13823.3462 202500.0000 2534.2297 -3.3393
450.0 pg/mL (90 %) 2534.8410 | -49.7400 2474.0676 -280.6401 | 78758.8470 13959.0369 202500.0000 2534.2297 -0.6113
450.0 pg/mL (90 %) 2530.1120 | -49.7400 2474.0676 -285.3691 | 81435.5042 14194.2574 202500.0000 2534.2297 41177
499.5 ug/mL (100 %) | 2819.7170 -0.2400 0.0576 4.2359 17.9431 -1.0166 249500.2500 2814.1240 -5.5930
499.5 ug/mL (100 %) | 2817.0970 -0.2400 0.0576 1.6159 2.6112 -0.3878 249500.2500 2814.1240 -2.9730
499.5 pg/mL (100 %) | 2815.2170 -0.2400 0.0576 -0.2641 0.0697 0.0634 249500.2500 2814.1240 -1.0930
549.6 ug/mL (110 %) | 3103.8110 49.8600 2486.0196 288.3299 | 83134.1505 14376.1305 302060.1600 3097.4110 -6.4000
549.6 ug/mL (110 %) | 3102.0990 49.8600 2486.0196 286.6179 | 82149.8397 14290.7702 302060.1600 3097.4110 -4.6880
549.6 pg/mL (110 %) | 3100.1250 49.8600 2486.0196 284.6439 | 81022.1688 14192.3465 302060.1600 3097.4110 -2.7140
600.0 pg/mL (120 %) | 3379.1250 | 100.2600 10052.0676 563.6439 | 317694.4836 | 56510.9408 360000.0000 3382.3943 3.2693
600.0 ug/mL (120 %) | 3376.9550 | 100.2600 10052.0676 561.4739 | 315252.9778 | 56293.3766 360000.0000 3382.3943 5.4393
600.0 ug/mL (120 %) | 3375.9990 | 100.2600 10052.0676 560.5179 | 314180.3536 | 56197.5280 360000.0000 3382.3943 6.3953
3 =7496.7 42232.2160 0.0000 ¥, =75120.6960 0.0000 | 2402067.1058 | 424764.7771 | X =3821221.7100 | ¥ =42232.2160
x =499.7 2815.4811 0.0000 x =5008.0464 0.0000 160137.8071 | 28317.6518
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Gréafico 5.1.11.1.2.Anédlisis de residuales de la linealidad del método

Residuales de Linealidad del Método en CLAR
6 -
¢ 5.0346
4 -
€ 2.7300
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E
.-9 0 T ‘ 0-0557 T T T 1
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x .
& -3.2197
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_6 J
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Fuente: Programa Microsoft Excel 2010

El analisis de los residuales para la linealidad del sistema CLAR, demuestra que la
distribucién es aleatoria y no presenta ninguna tendencia por lo tanto hay ausencia de

error sistematico, lo que quiere decir que el sistema es valido.

Analisis de minimos cuadrados del método
1) Suma de los cuadrados de las desviaciones respecto a la media de los valores

individuales de x.

Sxx = N(xi — D)2 = L ai? — T2 (Ecuacion 17)
Doénde:

xi = Pares de datos individuales de x.

x =Valor medio o promedio de la variable (x)

Sxx = ¥(xi — X)? = 75120.6960
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2) Suma de los cuadrados de las desviaciones respecto a la medida de los

valores individuales de y

Syy =X(i—=9)*=Xyf - % (Ecuacion 18)

Dénde:

yi = Pares de datos individuales de y

y = Valores medio o promedios de la variable (y)
syy = Y (yi — y)? = 2402067.1058

3) Suma de los cuadrados de las desviaciones respecto a la media de los

valoresdex ey

xxiyyi
N

Sxy =X (xi —x)(yi —y) = X xiyi — (Ecuacion 19)

Sxy = ¥ (xi — %) (yi — §)= 424764.7771

5.1.12 TEST DE LINEALIDAD DEL METODO: TEST DE STUDENT PARA
LA PENDIENTE (B) EN CLAR
Para realizar esta prueba se debe de cumplir con el criterio de aceptacion
que el texp > tiap;
Hipotesis
Ho: M1 = M2
Ha: M1 # M2

Para ello se utiliza la siguiente formula:

|b|

bexp = 5

(Ecuacién 20)
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Para determinar el tey, primero se calcula la desviacion estandar de la

regresion (S;) para obtener la desviacion estandar de la pendiente S,

Calculo de la desviacion estandar de la regresion (S;) del método

Syy—b2 S
S, = |22 —= (Ecuacion 21)
r N-2

J2402067.1058 — (5.6544)2(75120.6960) _ \/2402067.1058 — 2401776.873

r

- 15 — 2 15 — 2

_[290.232

S, = I3 - V22.3255 = 4.7250

Desviacion estandar de la pendiente (Sp) del método
Esta prueba debe de cumplir con el criterio de aceptacion que el texy™ tiap;
Hipotesis:  Ho: H1=H2
Hi: pa#d2

Sr2

Sb:

" (Ecuacion 22)
XX

| (4.7250)?
b= 175120.6960

=+/2.9720 x10~* = 0.0172

Se obtiene
__|p] ,

Lexp = S, (Ecuacion 20)
_|bl _ 15.6544]

toxy = — = ———— = 328.7442
P s, 0.0172
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Doénde:
|b|= Valor absoluto de la pendiente

Sp= Desviacion estandar de la pendiente

Se obtiene un tep 328.7442 > t, 2.160demostrando estadisticamente que
existe una pendiente diferente de cero, el intervalo de confianza confirma lo
demostrado por el test de Student en el cual la pendiente no incluye al cero.
Intervalo de confianza (IC) para la pendiente, se calcul6 de la siguiente manera:

b+t*S,=5.6544 +2.160* 0.0172
5.6544 + 0.0372
[5.6172 a 5.6916]

5.1.13TEST DE PROPORCIONALIDAD DEL METODO: TEST DE
STUDENT PARA EL INTERCEPTO (A) EN CLAR
Esta prueba debe de cumplir con el criterio de aceptacion que dice que el tey,
< tiap: HipOtesis: Ho: M1 = M2

Hi: K1 # V)

Se calcula con la formula siguiente:

texp = % (Ecuacion 23)

Donde:
|a| = Valor absoluto del intercepto

S,= Desviacion estandar del intercepto

Para encontrar el te, para el intercepto hay que calcular la desviacion
estandar de la regresion (S)), la cual fue calculada anteriormente dando un valor

de S;=4.7250 y la desviacion estandar de la pendiente (Sy).
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Desviacion estandar del intercepto (S,)

1 .,
S, = S, * \/N—(in)z/Zx-z (Ecuacion 24)

1
Sa = 47250 Jls — (7496.1000)2 /3821221.7100

/ 1 , 1
Sa = 47250 % |ie——7=0eT = 47250 1555719

Sqa = 4.7250 x v3.3909 = 4.7250 * 1.8414 = 8.7006

Se obtiene:

. _lal _|-10.2642]
P s 8.7006

=-1.1797

Se obtiene un tex -1.1797 < tap 2.160 demostrando estadisticamente que la
variable x es diferente de cero y que la recta pasa por el origen de las
coordenadas, el intervalo de confianza confirma lo demostrado por el test de
Student.

Intervalo de confianza (IC) para el intercepto se calcula de la siguiente
manera:
att*S,=-10.2642 + 2.160 * 8.7006
-10.2642 + 18.7933
[-29.0575 a 8.5291]
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5.1.14 TEST DE G DE COCHRAN DEL METODO

El test G de Cochran determina si el factor de concentracion tiene alguna
influencia sobre la variable de respuesta. Si el criterio de aceptacion es Geyp < Giab
significa que las varianzas de las concentraciones son homogéneas y no afecta

estadisticamente en la variabilidad de los resultados.
El valor critico de Cochran se determina C = (K, v, a)

Donde:

K = Es el nUmero de datos o nimero de replicas

U= Grados de libertas definido como nms-1, donde nms €s el mayor de los
tamafios de las muestras.

a = Nivel de significancia 0.05

La hipotesis afirma que:
Ho= C':‘exp < Gtab
Hi= Gexp > Giap

El valor de Ge,p Se calcula con la formula siguiente:

G S? maxima (Ecuacién 25)

exp = 557

Dénde:
S2 axima: Varianza maxima de los grupos

¥ SZ: Sumatoria de la varianza de cada grupo

En la tabla 5.1.14.1 se observa los valores obtenidos para el analisis del

factor de concentracion en la homogeneidad de las varianzas.
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Prueba de homogeneidad de varianzas del método

Tabla 5.1.14.1. Test de Cochran para el andlisis de varianza de los factores

de respuesta del método en CLAR

. ) Factor de ) Desviacion Varianza
N° Concentracion Area respuesta Promedio Estandar (Sz)
pg/mL, (%) (mV.s)* F=y/x
F=y/x F=y/x F=xly
399.6 pg/mL (80 %) | 2249.9990 5.6306
1 | 399.6 pg/mL (80 %) | 2245.8340 5.6202 5.6219 0.0080 6.39x 10
399.6 ug/mL (80 %) | 2243.7160 5.6149
450.0 pg/mL (90 %) | 2537.5690 5.6390
2 | 450.0 ug/mL (90 %) | 2534.8410 5.6330 5.6315 0.0084 7.02x10%
450.0 pg/mL (90 %) | 2530.1120 5.6225
499.5 pg/mL (100 %) | 2819.7170 5.6451
3 | 499.5 pg/mL (100 %) | 2817.0970 5.6398 5.6403 0.0045 2.047 x 10
499.5 pg/mL (100 %) | 2815.2170 5.6361
549.6 pg/mL (110 %) | 3103.8110 5.6474
4 | 549.6 pg/mL (110 %) | 3102.0990 5.6443 5.6441 0.0034 1.12x10%
549.6 pg/mL (110 %) | 3100.1250 5.6407
600.0 ug/mL (120 %) | 3379.1250 5.6319
5 | 600.0 ug/mL (120 %) | 3376.9550 5.6283 5.6289 0.0027 7.12x10°°
600.0 pg/mL (120 %) | 3375.9990 5.6267
Promedio (%) 5.6334 ZSi%=0.0002
Desviacion Estandar (S) 0.0026

Fuente: Software YLClarity Chromatography SW, Programa Microsoft Excel 2010

*: Ver Anexo I
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Se calcula el valor de Geyp:

_7.02x1075

Gexp = W = 03510

Se realiza la comparacion del valor experimental con el valor critico donde se
obtiene que el Gep 0.3510 < Gap0.841, cumpliendo la hipdtesis nula la cual
comprueba que x o el factor de respuesta no tiene influencia en la variabilidad de
los resultados, el valor critico se calcula por medio del valor de: a= 0.05, K=5y n=
2.

5.1.15 COEFICIENTE DE VARIACION DE LOS FACTORES DE
RESPUESTA PARA EL METODO

CV ==%+100 (Ecuacion 26)

il «

Dénde:
S = Desviacion estandar

X = Media de los resultados

En la Tabla 5.1.14.1 test de Cochran varianza de los factores de respuesta
en CLAR, se obtiene una desviacion estandar global de 0.0026 y un promedio

global de 5.6334 por lo cual:

- 0.0026
~ 5.6334

* 100 = 0.0461 %

Aplicando la prueba de linealidad mediante el coeficiente de variacion del
factor de respuesta (CVy) se obtiene un CVy= 0.0461% < 2 % demostrando la

linealidad del sistema.
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5.1.16 ANALISIS DE VARIANZA DEL METODO EN CLAR

Para el célculo de la varianza (S; ) se determina a partir de los datos de los

minimos cuadrados con la formula siguiente:

Varianza de Residual

a2
Vres = Spx = Z(ilf;) (Ecuacién 28)
) 264.0683
Vaes = She = ——— = 203129

SCT = SCRES + SCREG
SC,= 264.0683 +2401803.0375
SC,= 2402067.105

Célculo de la Varianza de Regresion
Sk — T 2
VreG = Syu = Z% (Ecuacion 29)

, _ 2401803.0375
Vepe = S2, = = = 160120.2025

Una vez obtenidos los valores de la varianza y de los residuales se procede
a realizar el célculo de Fisher (F), el cual cumple con el criterio que Fexy > Frap,

estadisticamente se prueba que existe una pendiente diferente de cero.

La hipétesis es:
Ho: Fexp > Frab

Hl: I:exp < I:tab
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Para determinar el Fep Se aplica la formula siguiente:

_ VREG - ¢
Foxp = — (Ecuacion 30)

~160120.2025

Foxp = = 7882.6855
exp 20.3129

Por lo tanto el valor de Fey, 7882.6855 > Fya, (0.05, 1, n-1)= 4.666, el cual
cumple el criterio de aceptacion Ho: Fexp > Fan COmprobando que existe una

pendiente diferente de cero,

Para la validacion de la linealidad del sistema, se realizan diferentes test
estadisticos y pruebas tales como: el analisis de minimos cuadrados para ajustar
la curva de calibrado, obteniendo valores para la pendiente y el intercepto con sus
respectivas desviaciones estandar, mediante el uso del test de Student se

demuestra que existe diferencia significativa.

Se realiza el test de Cochran para demostrar la homogeneidad de la
varianza, también se realiza el andlisis de la regresibn ANOVA, se evalla los
residuales y se determina estadisticamente que son independientes, existe una
distribucion normal y que la relacion concentracion y area es lineal. El test de
Fisher se aplica para verificar que existe linealidad, bajo un nivel de confianza del
95 %, en la cual no se encuentran diferencias significativas entre las

concentraciones, obteniendo Fey, > Fiap indicando que si hay regresion.
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Tabla 5.1.16.1. Analisis de varianza del método en CLAR

Analisis de Varianza Andlisis de Residual Anélisis de la Regresion
Concentracion Area ~ o 5 o o

ug/mL (%) (MV.s) y=bxx+ta yi-y 0=y y -y (y-»
399.6 pug/mL (80 %) 2249.9990 2249.2464 0.7526 0.5665 -566.2347 320621.7357
399.6 pug/mL (80 %) 2245.8340 2249.2464 -3.4124 11.6442 -566.2347 320621.7357
399.6 pug/mL (80 %) 2243.7160 2249.2464 -5.5304 30.5850 -566.2347 320621.7357
450.0 pg/mL (90 %) 2537.5690 2534.2297 3.3393 11.1511 -281.2514 79102.3432
450.0 pg/mL (90 %) 2534.8410 2534.2297 0.6113 0.3737 -281.2514 79102.3432
450.0 pg/mL (90 %) 2530.1120 2534.2297 -4.1177 16.9553 -281.2514 79102.3432
499.5 pg/mL (100 %) 2819.7170 2814.1240 5.5930 31.2816 -1.3571 1.8416
499.5 pg/mL (100 %) 2817.0970 2814.1240 2.9730 8.8387 -1.3571 1.8416
499.5 pg/mL (100 %) 2815.2170 2814.1240 1.0930 1.1946 -1.3571 1.8416
549.6 pg/mL (110 %) 3103.8110 3097.4110 6.4000 40.9602 281.9299 79484.4796
549.6 pg/mL (110 %) 3102.0990 3097.4110 4.6880 21.9775 281.9299 79484.4796
549.6 ug/mL (110 %) 3100.1250 3097.4110 2.7140 7.3659 281.9299 79484.4796
600.0 pug/mL (120 %) 3379.1250 3382.3943 -3.2693 10.6883 566.9132 321390.6124
600.0 pg/mL (120 %) 3376.9550 3382.3943 -5.4393 29.5860 566.9132 321390.6124
600.0 pug/mL (120 %) 3375.9990 3382.3943 -6.3953 40.8998 566.9132 321390.6124

X = 499.7 2815.4811 2815.4811

Y =42232.2160 SCres = 264.0683 SCres = 2401803.0375

Fuente: Programa Microsoft Excel 2010
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5.1.17 REPETIBILIDAD DEL METODO EN CLAR

Para el andlisis de repetibilidad se realiza la evaluacion de 10 distintas
determinaciones, se trabaja a la concentracion media de la curva de calibrado al
100 %, a las cuales se les determinan la media, la desviacién estandar y el

coeficiente de variacion en funcion al factor de respuesta.
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Tabla 5.1.17.1. Evaluacion de repetibilidad del método en CLAR

Datos de Factor Tiempo Numero de
Namero . ) Factor
Concentracion Area Respuesta f(y/x) de platos
de Respuesta _ . o
pg/mL (%) (mV.s) Desviacién | retencion teoricos
Lecturas f(y/x) Media
Estandar (S) (T)) (N)
1 499.5 pg/mL (100 %) | 2816.2960 5.6382 2.5810 4324.1095
2 499.5 pg/mL (100 %) | 2816.2340 5.6381 2.5830 4276.1666
3 499.5 pg/mL (100 %) | 2815.1060 5.6358 2.5930 4255.3057
4 499.5 pg/mL (100 %) | 2818.3910 5.6424 2.6010 4391.3837
S 499.5 pug/mL (100 %) | 2815.2940 5.6362 2.5820 4219.2787
5.6396 0.0027
6 499.5 pg/mL (100 %) | 2816.5480 5.6387 2.5970 4377.8873
7 499.5 pg/mL (100 %) | 2817.4380 5.6405 2.5810 4216.0111
8 499.5 pg/mL (100 %) | 2818.3280 5.6423 2.6030 4288.1905
9 499.5 pg/mL (100 %) | 2817.2180 5.6401 2.6000 4388.0076
10 499.5 pg/mL (100%) 2819.1160 5.6439 2.5990 4384.6329
Coeficiente de Variacion CV (%) 0.0476 %
Cumple
Criterio de Aceptacion CV (%) <2 % Conclusién

Fuente: Software YLClarity Chromatography SW, Programa Microsoft Excel 2010
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Evaluacion estadistica para la repetibilidad del método en CLAR

Para procesar los datos obtenidos se evallan estadisticamente de la

siguiente manera:

Media
X = % (Ecuacion 31)
X =5.6396

Desviacion estandar (S)
S=JyX@xi—%)?%/(n—1) (Ecuacion 32)
S =0.0027

La precision en condiciones de repetibilidad en funcion al factor de respuesta
obtiene una desviacion estandar de 0.0027 lo que significa una buena precision

del sistema y que no existe una diferencia significativa.

Coeficiente de Variacion

Para calcular el coeficiente de variacion se utiliza la ecuacion 26.

~0.0027
~ 5.6396

* 100 = 0.0479 %

En la tabla 5.1.17.1 se observa que el CV % esta por debajo del criterio de
aceptacion establecido que es > 2 %, obteniendo un valor de 0.0479 %, lo que
confirma que la técnica cumple con los pardmetros establecidos ya que el ensayo

es repetitivo y a la vez aceptado segun el CV %.
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5.1.18 PRECISION INTERMEDIA DEL METODO EN CLAR
La precision intermedia se realiza para determinar las posibles fuentes de
variacion durante el andlisis inter analista e inter dia, se trabaja con

concentraciones de499.5 pg/mL (100 %) durante dos dias continuos.

La prueba de Fisher y el estadistico de t de Student se aplican para
determinar si existe alguna diferencia significativa entre los resultados obtenidos
por ambos analistas. Los datos que a continuacion se presentan estan en funcion
del factor de respuesta para verificar que si el factor de concentracién tiene alguna
influencia sobre la variabilidad de los resultados.

Se obtienen los siguientes resultados, ver tabla 5.1.18.1:
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Tabla 5.1.18.1. Respuestas obtenidas de la precision intermedia, inter
analista e inter dia en CLAR (Analista A)

Precision Intermedia en CLAR

Concentracién Analista: A, Dia: 1 Analista: A, Dia: 2
pg/mL Area Area F=y/x Area Area F=y/x
% (m.V.s)* Media (Area) (m.V.s) Media (Area)
499.5 pg/mL
(100 %) 2816.4320 5.6385 | 2816.2310 5.6381
499.5 pg/mL
(100 %) 2816.1250 | 2816.1813 | 5.6379 | 2817.1230 | 2816.4770 | 5.6399
499.5 pg/mL
(100 %) 2815.9870 5.6376 | 2816.0770 5.6378
499.5 pg/mL
(100 %) 2817.2910 5.6402 | 2816.3210 5.6383
499.5 pg/mL
(100 %) 2818.4250 | 2817.5307 | 5.6425 |2816.2130 | 2816.6080 | 5.6381
499.5 pg/mL
(100 %) 2816.8760 5.6394 | 2817.2900 5.6402
499.5 pg/mL
(100 %) 2818.2540 5.6422 | 2816.3340 5.6383
499.5 pg/mL
(100 %) 2819.5240 | 2817.9670 | 5.6447 | 2818.4060 | 2817.3483 | 5.6425
499.5 pg/mL
(100 %) 2816.1230 5.6379 | 2817.3050 5.6403
Analista A Primer dia Analista A Segundo dia
Media 5.6401 Media 5.6393
Desviacion Estandar (S) 0.0025 Desviacion Estandar (S) 0.0016
Coeficiente de Variacion (CV %) 0.0444 | Coeficiente de Variacion (CV %) | .0275

Fuente: Programa Microsoft Excel 2010

*: Ver Anexo Il
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Tabla 5.1.18.1.1. Respuestas obtenidas de la precision intermedia, inter
analista e inter dia en CLAR (Analista B)

Precision Intermedia en CLAR

Concentracion Analista: B, Dia: 1 Analista: B; Dia: 2
ug/mL Area Area F=y/x Area Area F=y/x
% (m.V.s)* Media (Area) (m.V.s) Media (Area)
499.5 pg/mL
(100 %) 2816.1230 5.6379 | 2818.1050 5.6419
499.5 pg/mL
(100 %) 2817.2340 | 2816.8197 5.6401 | 2817.2350 | 2817.1277 | 5.6401
499.5 pg/mL
(100 %) 2817.1020 5.6398 | 2816.0430 5.6377
499.5 pg/mL
(100 %) 2818.3260 5.6423 | 2816.3310 5.6383
499.5 pg/mL
(100 %) 2819.3250 | 2818.3250 | 5.6443 | 2816.2560 | 2816.9300 | 5.6382
499.5 pg/mL
(100 %) 2817.3240 5.6403 | 2818.2030 5.6420
499.5 pg/mL
(100 %) 2818.2180 5.6421 | 2815.3240 5.6363
499.5 pg/mL
(100 %) 28155430 | 2816.6917 | 5.6367 | 2818.3020 | 2816.9837 | 5.6422
499.5 pg/mL
(100 %) 2816.3140 5.6383 | 2817.3250 5.6403
Analista B Primer dia Analista B Segundo dia
Media 5.6402 Media 5.6397
Desviacion Estandar (S) 0.0024 Desviacion Estandar (S) 0.0022
Coeficiente de Variacion (CV %) 0.0425 Coeficiente de Variacion (CV %) | .0382

Fuente: Programa de Microsoft Excel 2010

*: Ver Anexo Il
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Tabla 5.1.18.1.2. Evaluacién de la precision intermedia interdia e

interanalista en CLAR (Analista A vs Analista B)

Concentracion Analista A Analista B
Mg/mL ler Dia 2do Dia ler Dia 2do Dia Férmula
B Factor de Respuesta Factor de Respuesta
499.5 pg/mL
(100 %) 5.6385 5.6381 5.6379 5.6419
499.5 pg/mL
(100 %) 5.6379 5.6399 5.6401 5.6401
499.5 pg/mL
(100 %) 5.6376 5.6378 5.6398 5.6377
499.5 pg/mL
(100 %) 5.6402 5.6383 5.6423 5.6383
499.5 pg/mL Coefiqier?t,e de
(100 %) 5.6425 5.6381 5.6443 5.6382 variacion
499.5 pg/mL S
(100 %) 5.6394 5.6402 5.6403 5.6420 CV % = = 100
499.5 pg/mL
(100 %) 5.6422 5.6383 5.6421 5.6363
499.5 pg/mL
(100 %) 5.6447 5.6425 5.6367 5.6422
499.5 pg/mL
(100 %) 5.6379 5.6403 5.6383 5.6403
Media 5.6401 5.6393 5.6402 5.6397
Desviaci (zg) 0.0025 | 00016 | 00024 | 0.0022
Soeficie rztcevd;) )| o0a4s | 00275 | 00425 | 00382
CVgioval 0.0381
Criterio de Aceptacion CV global (%) <2 % ’ Conclusién Cumple

Fuente: Programa de Microsoft Excel 2010
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2

En

la tabla 5.1.18.1.2. Se obtiene que el

coeficiente de variacion

experimental para ambos analistas en diferentes dias es menor al 2 %,

cumpliendo con el criterio de aceptacion (CV < 2 %), segun lo establecido por el
RTCA 11:03:39:06 y USP 36.

Tabla 5.1.18.1.3. Evaluacion estadistica para la precision intermedia del método en CLAR

ANALISIS DE VARIANZA 100%

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Analista A 2 11.2794 5.6397 3.46 x 10"
Analista B 2 11.2799 5.6399 1.41 x 107
Dia 1 2 11.2803 5.6401 5.51x10°
Dia 2 2 11.2789 5.6395 8.23x 10°
] Grados _ Valor
Origen de las Promedio . .
o 2SC de F Probabilidad critico
variaciones _ 2SC
libertad para F
Analistas 6.52 x 10°® 1 6.52x10 % | 2.8840 0.3388 161.4476
Dias 4.64 x 10" 1 4.64x 10" |20.5037 0.1384 161.4476
Error 2.26 x 10°® 1 2.26x10°
Total 5.51 x 107 3

Fuente: Programa de Microsoft Excel 2010

Se procede a realizar un analisis de varianza de los datos aplicando el test

de Fisher, los resultados que se obtienen demuestran que no existe diferencia

significativa entre dichas precisiones alcanzadas por los dos analistas en los

diferentes dias para una probabilidad del 0.05 % ya que el valor de Fey, €S menor
que Fiap (interanalista Feyxp 2.8840 < Fiap 161.4476; interdia Fexp 20.5037 < Fiap

161.4476).
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Tabla 5.1.18.1.4.Precision intermedia Analista A

Dia 1 Dia 2 Dia 1 -Dia 2 | Valor absoluto
5.6385 5.6381 0.0004 0.0004
5.6379 5.6399 -0.0020 0.0020
5.6376 | 5.6378 -0.0002 0.0002 Analista A
5.6402 | 5.6383 0.0019 0.0019 2l
5.6425 | 5.6381 0.0044 0.0044 toxp = ——
56394 | 56402 | -0.0008 0.0008 (svn)
5.6422 | 5.6383 | 0.0038 0.0038 10.0020|
5.6447 | 5.6425 0.0022 0.0022 e = 0,0014v0)
5.6379 | 5.6403 -0.0024 0.0024
Promedio () 0.0020 texp = 0.4762
Desviacion estandar (S) 0.0014
NGY 3
Tabla 5.1.18.1.5.Precisiéon intermedia Analista B
Dia 1 Dia 2 Dial-Dia2 | Valor absoluto
5.6379 | 5.6419 -0.0040 0.0040
5.6401 | 5.6401 0.0000 0.0000 Analista B
5.6398 | 5.6377 0.0021 0.0021
5.6423 | 5.6383 0.0040 0.0040 i ||
5.6443 | 5.6382 0.0061 0.0061 P (svn)
5.6403 | 5.6420 -0.0018 0.0018
5.6421 | 5.6363 0.0058 0.0058 10.0035|
5.6367 | 5.6422 -0.0055 0.0055 P = 0.0021v9)
5.6383 | 5.6403 -0.0020 0.0020
Promedio (x) 0.0035 toxp = 0.5555
Desviacion estandar (S) 0.0021
V9 3
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Tabla 5.1.18.1.6. Precision intermedia Analista A vs B, Dia 1

Analista A | Analista B | Analista A-B Valor
absoluto
5.6385 5.6379 0.0006 0.0006
5.6379 5.6401 -0.0022 0.0022
5.6376 5.6398 -0.0022 0.0022
5.6402 5.6423 -0.0021 0.0021
5.6425 5.6443 -0.0018 0.0018
5.6394 5.6403 -0.0009 0.0009
5.6422 5.6421 0.0001 0.0001
5.6447 5.6367 0.0080 0.0080
5.6379 5.6383 -0.0004 0.0004
Promedio (x) 0.0020
Desviacion estandar (S) 0.0024
V9 3

Analista A vs B (Dia 1)

.
exp (S'\/H)
_ 0.0020]
P (0.00249)
toxp = 0.2777

Tabla 5.1.18.1.7. Precision intermedia analista A vs B, Dia 2

Analista A | Analista B | Analista A-B valor
absoluto
5.6381 5.6419 -0.0038 0.0038
5.6399 5.6401 -0.0002 0.0002
5.6378 5.6377 0.0001 0.0001
5.6383 5.6383 0.0000 0.0000
5.6381 5.6382 -0.0001 0.0001
5.6402 5.6420 -0.0018 0.0018
5.6383 5.6363 0.0020 0.0020
5.6425 5.6422 0.0002 0.0002
5.6403 5.6403 0.0000 0.0000
Promedio (x) 0.0009
Desviacion estandar (S) 0.0013
NC) 3

Analista A vs B (Dia 2)

N -
P (svm)
_10.0009]
P (0.0013V9)
texp = 0.2308
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Tabla 5.1.18.1.8. Precisién intermedia, interdia e interanalista en CLAR, t

estadigrafo Student

_ _ Analista Avs B
Analista A Analista B Férmula
Dia 1 Dia 2
texp 0.4762 | 0.5555 0.2777 02308 | , -
P sV
ttab 2.306 2.306 2.306 2.306
texp < tiab NO existe diferencia significativa.

Al aplicar la prueba de t de Student para ambos analistas, el valor
experimental obtenido fue menor que el tabulado (0.2777 < 2.306 y 0.2308 <
2.306), lo que indica que no existen diferencias significativas entre las medias

alcanzadas con un nivel de significacién de un 5 %.

5.1.19 EXACTITUD DEL METODO DE CARBOXIMETILCISTEINA

La exactitud se expresa como porcentaje de recuperacion en la valoracion de
una cantidad conocida de analito afiadida sobre la muestra o como la diferencia
entre la media obtenida y el valor aceptado como verdadero junto a los intervalos
de confianza (AEFI, 2001, p. 68-94).

Para determinar el porcentaje de recuperacion se utilizan las siguientes
formulas:

mL encontrado
ug/ « 100

% Recuperaciéon = _
ug/mL que se inyectaron

(Ecuacion 36)
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..

. Area del producto »
Concentracion encontrada = - - * Concentracion del estandar
Area del Estandar

(Ecuacion 37)

C traci6 trada = : 499.5000 = 499.0299
= —_— % . ] .
oncentracion encontrada 28237340
R i6n % = : 100 = 99.9059 % = 99.9 %
= —_— % = . = .
ecuperacion % 995000 0 0

El procedimiento de cuantificacion permite calcular la cantidad de principio
activo en las muestras sometidas al analisis obteniendo un porcentaje de
recuperacion de 99.9, el cual esta dentro del rango brindado por el proveedor y el
Laboratorio entre 98.5 % -101.0 %.
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Tabla 5.1.19.1. Porcentaje de recuperacion del método de carboximetilcisteina S.O. 50 mg/mL

Cantidad ., . o L
Cantidad mL de | Concentracion Area Area Concentracion
pesadade o , i % de
o . p. at+ excipientes ainyectar estandar muestra encontrada »
principio activo recuperacion
(mL) (ng/mL) (mV.s)* (mV.s) (ng/mL)
(mg)

50.556 1.011 4995 2823.7340 | 2821.0770 499.0300 99.9059
50.556 1.011 4995 2823.7340 | 2822.2160 499 2315 99.9462
50.556 1.011 4995 2823.7340 | 2821.1890 499.0498 99.9099
50.556 1.011 4995 2823.7340 | 2822.3900 499 2623 99.9524
50.556 1.011 4995 2823.7340 | 2822.5480 499.2902 99.9580
50.556 1.011 4995 2823.7340 | 2821.1270 499.0388 99.9077
50.556 1.011 4995 2823.7340 | 2821.1290 499.0392 99.9077
50.556 1.011 4995 2823.7340 | 2822.4030 499 2646 99.9529
50.556 1.011 4995 2823.7340 | 2822.9840 499.3673 99.9734

x =50.556 1.011 4995 2823.7340 | 2821.8959 499.0300 99.9349

Fuente: Software YLClarity Chromatography SW y Programa Microsoft Excel 2010

*: Ver Anexo Il
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Tabla 5.1.19.1.2.Test de Cochran del método en CLAR para porcentaje de

recuperacion

N de Concentracién Promedio %
ug/mL Recuperacion % de ) Si?
lecturas 0 -
%0 Recuperacion
499.5 pg/mL
1 100 % 99.9059
499.5 pg/mL
2 100 % 99.9462 99.9207 0.0222 | 0.0005
499.5 pg/mL
3 100 % 99.9099
499.5 pg/mL
4 100 % 99.9524
499.5 pg/mL
° 100 % 99.9580 99.9394 0.0276 | 0.0008
499.5 pg/mL
6 100 % 99.9077
499.5 pg/mL
7 100 % 99.9077
499.5 pg/mL
8 100 % 99.9529 99.9447 0.0336 | 0.0011
499.5 pg/mL
9 100 % 99.9734
Promedio (X) 99.9349 o
Desviacion Estandar (S) 0.0267 2507 =0.0024
Coeficiente de variacion (CV %) 0.0268

Fuente: Software YLClarity Chromatography SW y Programa Microsoft Excel 2010

Test de proporcionalidad del método: test de Cochran
Debera de cumplir que el Gexp < Giab

o - S?maxima _ 0.0011 04583
“P T wSsE 00024
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£y

Al comparar el valor experimental con el valor tabulado se cumple la
hipétesis nula que el Geyp 0.4583 < Gip0.996, comprobando que el factor de

respuesta no tiene influencia sobre la variabilidad de los resultados.

Test de Student

En la tabla de t de Student n-1 grados de libertad y 0.05 grados de
significacion el tp= 4.303 Como criterio de aceptacion para el test de Student
debe de cumplir que el tex < tiap Obteniéndose los siguientes resultados tey, 4.2073
< tap 4.303.

Para calcular el valor experimental se aplico la ecuacion 35:

1100 — x| * Vn
forp = CV%

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

n = nimero de muestras 3

_ 1100 — 99.9349| * /3 _0.0651 % 1.7320

= =42
Fexp 0.0268 0.0268 073

5.1.20 ROBUSTEZ DEL METODO

Para evaluar la capacidad del método se realiza el estudio de la robustez
para verificar que el método permanece inalterado ante pequefias pero
deliberadas variaciones tales como: longitud de onda, cambio de flujo y proporcién
de la fase movil. Se preparan soluciones de la muestra al 100 % equivalente a
499.5 yug/mL en la cual se realizan lecturas por triplicado en las condiciones
reflejas en la tabla 5.1.20.1, los cuales demuestran que el método es robusto en

todos los cambios realizados.
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Tabla 5.1.20.1. Evaluacién de la robustez del método en CLAR

Condiciones Réplica N Factor de g:rf;(éirddaed Area Prqmedio Desv,iacic')n COEf(Ij(;eme % .
Cola (T) (K) (m.V.s)* area Estandar Variacion Recuperacion
1 4306.0176 0.3587 15920 2820.0890 100.1672
Flujo O_SC”?C;;]?['] 210 nm 2 4345.9805 0.3515 1.6040 2818.1210 | 2818.3813 1.5935 0.0565 99.9908
3 4275.0214 0.3497 1.5990 2816.9340 99.8420
1 4332.6390 0.3523 1.6000 2819.2320 100.0718
Cambio %%O;%u;ndrﬁ onda de 2 4208.7656 0.3480 15950 2817.1910 | 2817.5450 1.5408 0.0547 99.9993
3 4215.2556 0.3525 15970 2816.2120 99.9289
1 4292.7377 0.3511 1.5880 2817.1250 100.0816
Cambio %elgog%tluzdndrﬁ onda de 2 4284.8963 0.3531 1.6020 2816.2340 | 2816.1607 1.0030 0.0356 99.9789
3 4350.9569 0.3501 15890 2815.1230 99.9395
1 4205.5225 0.3534 15940 2819.2310 100.1447
Cambio c;eof 'ZJ%Efm?hS mL/min 2 4281.6034 0.3561 1.6010 2818.1230 | 2817.8230 15795 0.0561 99.9633
' 3 4371.1469 0.3510 1.5950 2816.1150 99.8920
1 4282.7912 0.3527 1.5850 2818.8430 100.0496
Cambio ieof lgquﬁ?m?hs mL/min 2 4258.5885 0.3527 15940 2816.9450 | 2817.4443 1.2277 0.0436 99.9823
' 3 4202.2806 0.3524 15930 2816.5450 99.9681
Control 1 4357.6817 0.3559 1.5910 2819.1320 100.0557
Fas:_s r_néyil 95:05 Buffer 2 4393.3103 0.3518 1.5850 2817.2400 2817.562 1.4363 0.0510 99.9886
(Dihidrégeno fosfato
monobasico de sodio) / Metanol 3 4361.0460 0.3495 1.5920 2816.3140 99.9557
Fase mévil 90:10 Buffer 1 4376.3314 0.3488 1.5800 2816.9120 100.0269
(Dihidrégeno fosfato 2 4225.0000 0.3521 1.6000 2816.1980 | 2816.1550 0.7794 0.0277 100.0015
monobasico de sodio) / Metanol 3 4354.3186 0.3522 1.5900 2815.3550 99.9716
Promedio (x) 0.0464 100.0000

Fuente: Programa de Microsoft Excel 2010

*: Ver Anexo Il
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Como se aprecia en la tabla 5.1.20.1 el método es robusto en los cambios
realizados ya que el porcentaje de recuperacion estd entre 98.5 % - 101.0% vy el
coeficiente de variacion es menor del 2 % y la diferencia entre los resultados en la

condicion control y la condicion de variacion es 0.0464 < 2 %.
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Tabla 5.1.20.2. Resumen de los resultados de la validacién en CLAR

Principio Activo: Carboximetilcisteina

Tipo de Validacién

Resultados

Ensayos

Prospectiva

Validacion

1. Aptitud del Sistema

Especificaciones

Sistema | Método

- Interferencia de Excipientes

Negativo: No debe
presentar interferencias
de excipientes

- Factor de Cola <2 Cumple | Cumple

- Numero de Platos Teoricos > 2000

- Coeficiente de Variacion CV<2%

2. Linealidad

- Coeficiente de Variacion CV o

*  Coeficiente de determinacion r? 8\6 Sggzgg’

- Coeficiente de correlacion r - 0'9999

- Intercepto (a) _1 4 '0099

- Intervalo de confianza para el Elint .I debe d
intercepto Intervajo debe de

incluir el cero

- Test det para evaluar la
significacion estadistica de
desviacion estandar del
intercepto

- Valor de la pendiente (b)

- Intervalo de confianza de la
pendiente

- Test det para evaluar la
significacion estadistica de
desviacion estandar de la
pendiente

- Test de Cochran

texp < ttab (ttab = 2160)

5.6286
El intervalo no debe
incluir el cero
texp < ttab (ttab = 2160)

Gexp < Gtab (Gtab= 0841)

Cumple Cumple

- Gréfico de Residuales

La distribucion de los
puntos debe de ser
aleatoria y no debe

reflejar ninguna

tendencia
3. Precision
- Repetibilidad CV<2% | Cumple | Cumple
4., Exactitud

- % Recuperacion
- Test de Cochran
- Test de Student

98.5% - 101.0%
Gexp < Giab (Gran= 0.966)
texp < tiap (ttab = 4303)

Cumple Cumple
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6 CONCLUSIONES
En base a los resultados obtenidos, para la validacion de la técnica analitica
para la cuantificacion de Carboximetilcisteina 50 mg/mL por Cromatografia Liquida

de Alta Resolucion (CLAR) se puede concluir:

e Se demuestra que el sistema es capaz de identificar la molécula de
Carboximetilcisteina de forma inequivoca sin presencia de ninguna
interferencia, cumpliendo los criterios de aceptacion: Numero de platos
tedricos 4275.4089 > 2000, factor de cola 0.3628 < 2 y un coeficiente de
variacion de 0.1451 % < 2 %.

e A través de los resultados obtenidos en la evaluacion delos parametros de
desempefio para la cuantificaciéon de carboximetilcisteina solucién oral 50
mg/mL, el método analitico demuestra ser: lineal, preciso, exacto y robusto,

en base a los parametros estadisticos estudiados.
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7 RECOMENDACIONES

Se recomienda a Laboratorios SOLKA S.A., llevar a cabo el estudio de
estabilidad ya que por motivos de tiempo no fue posible la realizacién de éste y

es necesario para el aseguramiento de la calidad.

Es importante que en la presentacion del producto terminado de
carboximetilcisteina solucion oral de 50 mg/mL, se indiquen las posibles

interacciones medicamentosas con otros principios activos.

Se solicita a las autoridades competentes gestionar la actualizacion del
Reglamento Técnico Centroamericano 11.03.39:06. “Productos Farmacéuticos.
Validacion de Métodos Analiticos para la Evaluaciéon de la Calidad de los

Medicamentos”.

116 | Bra. Katherine Danelia Castillo Morales, Bra. Yeribeth Elisa Rodriguez Martinez



Validacion de la Técnica Analitica para Cuantificacion de Carboximetilcisteina
solucion oral 50 mg/mL por Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (CLAR).

BIBLIOGRAFIA

Arriola, L. (2012). Validacion de Métodos Analiticos, Fisico-Quimicos y
Microbiologicos. Guatemala: Ministerio de Salud Publica. (pp. 7)
Asociacion Espafiola de Farmacéuticos de la Industria. AEFI (2001).
Validacion de Métodos Analiticos. (p. 68-94).

Brithis Pharmacopoeia. (2009). (Sexta ed., Vol. 1, pp. 1048-1048).
Burugu R., Venkateshwarlu G. (2012). A Stability Indicating Ultra
Performance Liquid Chromatographic (UPLC) Method for the
Determination of assay of Carbocisteine in various Formulation
Products. Department of Chemistry, Nizam College, Hyderabad.
International Journal of Pharmacy and Pharmaceutical Sciences. (Vol.4
(4), p. 653)

European Pharmacopoeia (2005). (Quinta ed., Vol. 1, p. 1182-1183).
Farmacopea de los Estados Unidos de Ameérica.(2013). USP 36<621>.
Cromatografia de liquidos.(Trigésima Sexta ed., Vol. 1, p. 292-295).
Farmacopea de los Estados Unidos de América. (2013).USP 36<1225>.
Validacion de Procedimientos Farmacopeicos (Trigésima Sexta ed., Vol.
1, p. 1093-1097).

Gomez Ruiz, S., Quintanilla Pérez, D., Ruiz, I., & Sierra, A. (2009).
Andlisis Instrumental. Términos fundamentales en analisis quimico:
Pardmetros de calidad de los métodos analiticos (Vol. 1, p. 5-19).
Editorial Netbiblo

Harris, D. (2006). Analisis Quimico Cuantitativo. Garantia de la calidad
(Tercera ed., pp. 723-729). (V. Berenguer, Trad.) Barcelona, Reprint:
Reverte S.A.

ICH. (2002). Validacion de Métodos Analiticos, Buenas Practicas para
Laboratorios Nacionales de Control Farmacéutico.

Instituto de Salud Publica Chile. (2010). Fundamentos de Quimica
Analitica (Primera ed., p. 20). Santiago, Chile.

117 | Bra. Katherine Danelia Castillo Morales, Bra. Yeribeth Elisa Rodriguez Martinez



Validacion de la Técnica Analitica para Cuantificacion de Carboximetilcisteina
solucion oral 50 mg/mL por Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (CLAR).

Instituto de salud Publica (2010). Validacion de métodos y determinacion
de la incertidumbre de la medicidn "aspectos generales sobre validacion
" (p. 61-62). Santiago, Chile.

Manfio J.L. (2005) Determinacéo do prazo de validade do medicamento
carbocisteina xarope”. Universidade Federal Do Rio Grande Do Sul.
Faculdade de Farmacia. Programa De PoOs-Graduacdo Em Ciéncias
Farmacéuticas

Rele R.V, Patil S.P. (2010).Reversed Phase High Pressure Liquid
Chromatography Technique for Determination of Carbocisteine from
Pharmaceutical Formulation. Journal of Chemical and Pharmaceutical
Research. D. G. Chem. Pharm Ruparel College, Matunga, Mumbai. (Vol.
2(4) p. 24-30)

Reglamento Técnico Centroamericano. RTCA. 11.03.39:06. Productos
Farmacéuticos. Validacion de Métodos Analiticos para la Evaluacion de
la Calidad de los Medicamentos. En. MINECO, CONACYT, MIFIC, &
MEIC (Eds.).

Skoog, D., West, D., Holl, F., & Crouc, S (2003). Fundamentos de
Quimica Analitica (p. 37-60). Barcelona, Reverte S.A.

Soledad, B. (2009). Validacion en la Industria (p. 14). lulu.com.

118 | Bra. Katherine Danelia Castillo Morales, Bra. Yeribeth Elisa Rodriguez Martinez



Validacion de la Técnica Analitica para Cuantificacion de Carboximetilcisteina
solucion oral 50 mg/mL por Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (CLAR).

RUTAS DE ENLACE

e Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Biologos México S.A.
(s.f.). academiaedu. (M. A. Colegio Nacional de Quimicos
Farmacéuticos Biblogos, Ed.).(10 de febrero 2016) Recuperado de
academiaedu: www.academiaedu/4513278/Guia de Validacion de
Métodos Analiticos editada por QFB de México

e DrungBank.(s.f.).(20 de enero del 2016 )Recuperado de DrungBank:
http://www.drugbank.ca/drugs/DB04339

e Mejia, (2015). Hablemos de calidad. blogspot.com. (5 de junio 2016).
Recuperado de http://profmejias.blogspot.com/2015/12/hablemos-de-
revision-de-conocimientos.html

¢ Vidal Vademecum Spain. (3 de marzo de 2016). Recuperado de: Vidal
Group Drug Information Sisteme:
http://www.vademecum.es/medicamentos-principio-activo-

carbocisteina_2595 solo_1

119 | Bra. Katherine Danelia Castillo Morales, Bra. Yeribeth Elisa Rodriguez Martinez


http://www.drugbank.ca/drugs/DB04339
http://profmejias.blogspot.com/2015/12/hablemos-de-revision-de-conocimientos.html
http://profmejias.blogspot.com/2015/12/hablemos-de-revision-de-conocimientos.html

ANEXOS



ANEXO |
GLOSARIO

Analito: Sustancia (quimica, fisica o bioldgica) buscada o determinada en una

muestra, que debe ser recuperada, detectada o cuantificada por el método.

Blanco matriz: Matriz que no contiene el analito de interés u objetivo para el

método seleccionado.

Coelucién: El proceso mediante el cual dos o0 mas compuestos quimicos eluyen
de una columna cromatogréfica, al mismo tiempo, lo que hace dificil la separacién

e identificacion.

Exactitud: Capacidad de obtener un resultado verdadero. En los ensayos
cuantitativos, la exactitud expresa el grado de acuerdo entre el valor verdadero y
el valor obtenido después de repetir el ensayo cierto nimero de veces.

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

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: El menor contenido mensurable que permite cuantificar

el analito con un grado aceptable de exactitud y precision

Limite de deteccidn: El menor contenido mensurable del que se puede deducir la

presencia del analito con un grado razonable de certeza estadistica.



Linealidad: Capacidad de un método analitico de obtener resultados que son
proporcionales, directamente o por medio de transformaciones mateméticas bien
definidas, a la concentracion o cantidad de los analitos en las muestras en un

rango definido.

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

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

materiales y el procedimiento.

Muestra: Analiticamente es una parte representativa de la totalidad del material

que ha de someterse a ensayo.

Precision: Grado de acuerdo (o desacuerdo) entre los resultados independientes
de ensayos obtenidos en condiciones prescritas. Por lo general depende de la

concentracion del analito, dependencia que debe determinarse y documentarse.

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.

Repetibilidad: Precisién de un método analitico, expresado como la concordancia

entre determinaciones independientes realizadas por diferentes laboratorios.

Validacioén: Verificacion de determinados parametros de un método en la que los
requisitos especificados para estos, demuestran que el método es idoneo para un

uso previsto.



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 con los

requerimientos de las aplicaciones analiticas pretendidas.

Validacion 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.



ANEXO I

LISTADO DE SIGLAS

AEFI: Asociacion Espafiola de Farmacéuticos de la Industria
BPM: Buenas Practicas de Manufactura

BPL: Buenas Précticas de Laboratorio

CLAR: Cromatografia liquida de alta resolucién

EPOC: Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica

FAO: Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion
(Food and Agriculture Organization por sus siglas en inglés)

FDA: Administracién de Medicamentos y Alimentos de los EE. UU. (U.S. Food and
Drug Administration,)

ICH: Conferencia Internacional sobre armonizacion (International Conference on

Harmonisation)

ISO: Organizacioén Internacional de Normalizacién (“International Organization for

Standardization”)

OMS: Organizacién Mundial de la Salud
RTCA: Reglamento Técnico Centroamericano
S.0O.: Solucion Oral

USP: Farmacopea de los Estados Unidos de América



LISTADO DE ABREVIATURAS
%: Porcentaje

x: Media aritmética de x

y: Media aritmética de y

Y.y ponderada

Y xi’; Suma de lasxial cuadrado

a: Intercepto

b: Pendiente

ANEXO Il

B/A: Altura del pico al 5%, entre dos veces la distancia maxima del pico hasta el

borde inicial del pico

CV: Coeficiente de variacion o desviacion estandar relativa

CVy: Coeficiente de variacion de regresion

Ho: Hipotesis nula

H;: Hipotesis alternativa

IC: Intervalo de confianza

K": Factor de capacidad
LOD: Limite de deteccién
LOQ: Limite de cuantificacion
mg: Miligramos

mL: Mililitro



m.V.s: Millivoltio por segundo
m.V: Millivoltio

N: numero de platos tedricos

nm: Nanometros

p.a: Principio activo

r: Coeficiente de correlacion

r%: Coeficiente de determinacion
S: Desviacion estandar

S% Varianza

SCT: Suma de cuadrados total
SCE: Suma de cuadrados residual
SCrec: Suma de cuadrados de la regresion
T,: Tiempo de retencion

T: Factor de cola

pg/mL: Microgramo por mililitro

ug: Microgramo



ANEXO IV

LISTADO DE ECUACIONES

Numero
Ecuacion 1
Ecuacion 2
Ecuacion 3
Ecuacion 4
Ecuacion 5
Ecuacioén 6
Ecuacion 7
Ecuacion 8
Ecuacion 9
Ecuacion 10

Ecuacioén 11

Ecuacion 12

Ecuacioén 13

Ecuacion 14

Ecuacion 15

Ecuacion 16

Ecuacioén 17

Ecuacion 18

Ecuacién 19

Ecuacioén 20

Especificaciones

Vy=tyxF
N = 16(tg /W)?
p/v = Hy/H,
Ryet = b/c
RRT = tpy/tgs
Rr=b/a
k = (tg —tu)/tu
VR = tR x F
Rs = Z(tRZ - tRl)/(Wl + WZ)
a = k2/kl
As =Wy 05/2f
- N Zipxq
T (N-D+2Z2p+q
_ Sxy
 Sxx
a=y+bx

Yixi — X)(yi —¥)

m)z Y(yi — y)?

Syy = Z(yi _9) = Zyiz _ (z;i)z

Sty = (i~ DI ) = ) xiyi - 22

N
L
exp S,



Ecuacion 21

" N -2
5 S2
Ecuacion 22 S, = |—
Sxx
g |al
Ecuacion 23 texp = =
Sa
Ecuacion 24 S S !
= *
©TIN-QCx)? /X
N S? Maxima
Ecuacion 25 Gexp = 2—512

Ecuacién 26

S
CV% = =+ 100
0 X*

ECU&CIén 27 SCT = SCRES + SCREG
” Y(yi —§)?
Ecuacion 28 Vegs = 5§,x = ——
C A2
Ecuacion 29 Vege = S2. = Zw
v,
Ecuacion 30 Foxp = _REG
VrEs
Ecuacion 31 X = &
n
Ecuacién 32 S = JZ(xi -%x)2/(n—1)
., 3.3
Ecuacion 33 LOQ = °
m
., 10
Ecuacion 34 LOQ = —
Ecuacién 35 tory = 1100 — x| * Vn
p CV%
. _ ug/mL encontrado
Ecuacion 36 % Recuperacion = - * 100
pug/mL que se inyectaron
Ecuacion 37 Concentracién encontrada = Area del producto * Concentracion del estandar

Area del Estandar



ANEXO V

CALCULOS

1) Dihidrégeno fésfato monobasico de sodio 0.02 M

n° de moles
M= ———=0.02M =1L = 0.02 moles
volumen en L

m
n® de moles = — . m = n° de moles x PM = 0.02 mol * 137. 94L = 2.7588 ¢
PM mol

2) Preparacion del estandar de carboximetilcisteina 500 pg/mL (100%)

ridad l _98.9%*50 mg — 4945
cantidad real = 100% =49.45mg

50mg * 50 mg
49.45 mg

cantidad a pesar = = 50.556 mg

3) Preparacion del estandar de carboximetilcisteina para curva de
calibrado

75mg * 50 mg
49.45mg

cantidad a pesar = = 75.834 mg

mg
100

concentracion de la solucién madre = * 1000 = 750 pg/mL

4) Preparacion de la curva de calibrado del estandar de
Carboximetilcisteina

400 pg/mL * 25 mL

solucion 80% = 750 1g/mL =13.33mL
lucion 90% = 450 pg/mL +25mL 15 mL
solucion = 750 g /mL =15m

lucion 100% = —0H/ML*25mL o el
solucion (e 750 ug/mL = . m




lucion 110% = 2o bg/ML*ZmL 0 o)t
solucion (e 750 ug/mL = . m

Iucion 120% = 500 pg/mL * 25 mL 20 mL
solucion 0= 750 ng/mL =20m

5) Preparacion de la muestra de carboximetilcisteina 50 mg/mL

) 1mL x50 mg
cantidad real = ————— = 1.011 mL
49.45 mg

6) Preparacion de la muestra de carboximetilcisteina 50 mg/mL para
curva de calibrado

) 1mL x75mg
alicuota a tomar = ————— = 1.516 mL
49.45 mg

7) Preparacion de la curva de calibrado de la muestra de
Carboximetilcisteina

400 pg/mL * 25 mL

16 % = =13. L
solucion 80% 750 1g/mL 3.33m
lucién 90% = 450 pg/mL * 25mL 15 ml
solucién b = 750 ng/mL = m
luciéon 100% = 500 ug/mlL « 25 mL = 16.65 mL
solucién 0 = 750 ng /mL = 16.65m
luciéon110% = >0 ng/mlx25ml _ 18.32 mL
solucién b = 750 ng /mL =18.32m
lucién 120% = 500 pg/mL *25mL .
solucién 0 = 750 ng /mL =20m

8) Solucion placebo cargado al 80%

400 pg/mL * 50.556 mg
500 pg/mL

cantidad de estandar a pesar = = 40.44 mg

400 pg/mL *1.011 mL
mlL de placebo = = 0.810 mL
500 pg/mL




9) Solucion placebo cargado al 100%

500 pg/mL x 50.556 mg

cantidad de estandar a pesar = 500 g /mL = 50.556 mg
500 pg/mL *1.011 mL
mlL de placebo = = 1.011 mL
500 pg/mL
10) Solucion placebo cargado al 120%
. ) 600 pg/mL * 50.556 mg
cantidad de estandar a pesar = = 60.67 mg
500 pg/mL
600 pg/mL = 1.011mL
mlL de placebo = = 1.213mL
500 pg/mL

11) Célculo para namero de platos teoricos (N)
N = 16("®/,)? = 16 (2.5900/0.1590)2 = 4245.4650
tg: Tiempo de retencion
W: Ancho del pico en su base

12)Calculo para factor de cola o factor de asimetria (B/A)

B/ - Woos _ 2:9000
A f ~ 8.2000
Wy 05: Ancho del pico al 5% de la altura

= 0.3537

f: Es la distancia del maximo del pico hasta el borde inicial del pico.

13) Calculo factor de capacidad (K)

M el 2.5910 — 1.2000 _ 11592
oty 1.2000 o




1. IDONEIDAD DEL METODO EN CLAR

Figura 1.1. Idoneidad del método

para

la

ANEXO VI

cuantificacion de

carboximetilcisteina 50 mg/mL solucién oral (Estandar vs Placebo)
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Figura 1.2. Idoneidad del método

para

la

cuantificacién de

carboximetilcisteina 50 mg/mL solucion oral (Muestra vs Placebo)
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Fuente: Software YLClarity Chromatography SW



ANEXO VII

2. CURVA DE CALIBRADO DEL SISTEMA DE CLAR

Figura 2.1. Curva de Calibrado del Sistema
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Figura 2.2. Curva de Calibrado del Método
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ANEXO VI

3. EXACTITUD EN CLARDE CARBOXIMETILCISTEINA

50 mg/mL

3.1. Exactitud del Sistema
Figura 3.2. Exactitud del sistema placebo cargado
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3.3 Exactitud del Método
Figura 3.4 Porcentaje de recuperacion
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ANEXO IX

4. PRECISION INTERMEDIA DEL METODO DE
CARBOXIMETILCISTEINA 50mg/mL (DIA 1)

Figura 4.1. Precisién intermedia, inter-analista, dia 1
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Fuente: Software YLClarity Chromatography SW



ANEXO X

5. PRECISION INTERMEDIA DEL METODO DE
CARBOXIMETILCISTEINA 50 mg/mL (DIA 2)

Figura 4.2. Precision intermedia, inter-analista, dia 2
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ANEXO XI

Balanza analitica Kern ACS 220-4

Bomba al vacio Value V-i220SV




ANEXO XII

Dispositivo de Nylon para jeringa 0.45 um




ANEXO Xl

Certificado de andlisis de carboximetilcisteina del proveedor




ANEXO XIV

Certificado de andlisis de carboximetilcisteina de Laboratorios
SOLKA S.A.
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ANEXO DE LA RESOLUCION No. 188-2006 (COMIECO-XL)

REGLAMENTO RTCA 11.03.39: 06
TECNICO
CENTROAMERICANO

PRODUCTOS FARMACEUTICOS. VALIDACION DE
METODOS ANALITICOS PARA LA
EVALUACION DE LA CALIDAD DE LOS
MEDICAMENTOS

Correspondencia: No hay correspondencia con ninguna norma
internacional

ICS 11.120.01 RTCA 11.03.39:06

Reglamento Técnico Centroamericano editado por:

Ministerio de Economia, MINECO

Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia, CONACYT
Ministerio de Fomento, Industria y Comercio, MIFIC
Secretaria de Industria y Comercio, SIC

Ministerio de Economia, Industria y Comercio, MEIC
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INFORME

Los respectivos Comités Técnicos de Normalizacion y de Reglamentacion Técnica a
través de los Entes de Normalizacion y de Reglamentacion Técnica de los Estados Parte
del Protocolo de Guatemala y sus sucesores, son los organismos encargados de realizar el
estudio o la adopcion de los Reglamentos Técnicos. Estin conformados por
representantes de los sectores Académico, Consumidor, Empresa Privada y Gobierno.

Este documento fue aprobado como Reglamento Técnico Centroamericano, RTCA
11.03.39:06, Productos Farmacéuticos. Validacion de Métodos Analiticos para la
Evaluacion de la Calidad de los Medicamentos, por los Subgrupos de Medidas de
Normalizacion y de Medicamentos y Productos Afines de los Paises de la Region

Centroamericana. La oficializacion de este reglamento técnico, conlleva la aprobacion
por el Consejo de Ministros de Integracion Economica de Centroamérica (COMIECO)

MIEMBROS PARTICIPANTES DEL SUBGRUPO DE MEDICAMENTOS Y
PRODUCTOS AFINES
Por Guatemala
Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social
Por El Salvador

Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social
Consejo Superior de Salud Publica

Por Nicaragua
Ministerio de Salud
Por Honduras
Secretaria de Salud
Por Costa Rica

Ministerio de Salud
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1. OBJETO

Este reglamento técnico tiene por objeto establecer las directrices para la validacion de
métodos analiticos fisicoquimicos y microbiolégicos utilizados en ¢l control de calidad de
medicamentos.

2. AMBITO DE APLICACION

Las directrices del presente reglamento técnico deben ser aplicadas a todos los métodos
analiticos no oficiales y oficiales utilizados para el control de calidad de medicamentos
con el objetivo de cumplir las normativas vigentes de buenas practicas de manufactura y
buenas practicas de laboratorio. Los laboratorios de control de calidad que utilizan
métodos analiticos oficiales deben unicamente comprobar la linealidad y precision del
sistema.

3. DEFINICIONES

3.1 Autoridad reguladora: Ente responsable del Registro Sanitario y/o Vigilancia
Sanitaria de cada Estado Parte.

3.2  Especificidad; selectividad: Capacidad de evaluar, medir e identificar simultinea
o scparadamente, los analitos de interés de forma inequivoca sin interferencias de
impurezas, productos de degradacion, compuestos relacionados, excipientes u otras
sustancias previsibles presentes en la matriz de la muestra.

3.3  Exactitud; veracidad: Es la proximidad entre los resultados de la prueba
obtenidos mediante esc método y el valor verdadero.

3.4 Impurezas: Sustancias ajenas a la formula cuali-cuantitativa 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. La presencia de contaminantes en ¢l producto terminado es indicativa del
incumplimiento de las buenas practicas de fabricacion. Estos contaminantes se consideran
en algunos casos impurezas y pueden establecerse limites para los mismos.

3.5 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 utilizando el método segiin se describe

3.6  Limite de cuantificacién: Minima cantidad del analito en una muestra que puede
ser cuantitativamente determinada con precision y exactitud aceptable. Es un parametro

3
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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.

3.7 Limite de deteccion: Minima cantidad de analito en una muestra que puede ser
detectada por una unica medicion, pero no necesariamente cuantificada con un valor
exacto. Es cominmente expresado como concentracion del analito.

3.8 Linealidad: 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.

3.9 Método analitico: Adaptacion especifica de una técnica analitica para un
proposito de medicion seleccionado, en la cual se identifican los recursos materiales y el
procedimiento.

3.10 Microorganismos viables: Organismos microscopicos como bacterias y hongos
con capacidad de reproduccion y dan lugar a la formacion de colonias.

3.11 Neutralizacién: Proceso que bloquea el efecto de un agente preservante por la
adicion de un agente quimico o por dilucion.

3.12 Parametros de desempeiio 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.

3.13 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 de determinacion: repetibilidad, precision intermedia y
reproducibilidad.

3.14 Procedimiento analitico: Descripcion detallada de los pasos necesarios para
aplicar un método analitico.

3.15 Procedimiento analitico oficial: Descripcion detallada de los pasos necesarios
para aplicar un método analitico estandarizado y validado contenido en las bibliografias
de referencias oficiales, segun listado armonizado por los Paises de la Region
Centroamericana ( Resolucion 93-2002, COMIECO 24, Septiembre 2002)

3.16 Procedimiento analitico no oficial: Descripcion detallada de los pasos
necesarios para aplicar un método analitico desarrollado por el fabricante para la
verificacion de la calidad de su producto.
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3.17 Prueba de deteccién de microorganismos patégenos: Determina la presencia de
microorganismos nocivos especificos en una muestra.

3.18 Prueba de efectividad antimicrobiana: Determina la efectividad de los agentes
preservantes en la muestra.

3.19 Prueba de esterilidad: Determinacion de la ausencia de microorganismos viables
en la muestra.

3.20 Prueba de limite microbiano: Es el recuento de los microorganismos viables
presentes en una muestra no estéril, para determinar si se encuentra dentro de los limites
establecidos

3.21 Prueba de promocion del crecimiento: Determina la capacidad del medio de
cultivo para permitir ¢l crecimiento de determinados microorganismos viables.

3.22 Prueba de recuperacion microbiolégica: Determina la neutralizacion provocada
por los agentes preservantes u otros agentes que causen inhibicion del crecimiento de
microorganismos viables.

3.23 Validacién: Establecimiento de la evidencia documental que un procedimiento
analitico conducira con un alto grado de seguridad a la obtencion de resultados precisos y
exactos dentro de las especificaciones y atributos de calidad previamente establecidos.

3.24 Validacion de un procedimiento analitico: Procedimiento para establecer
pruebas documentales que demuestren cientificamente que un método analitico tiene las
caracteristicas de desempefio que son adecuadas 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 de un procedimiento, no solo
dentro de la calibracion sino en el analisis de muestras reales.

4. PROCEDIMIENTOS ANALITICOS QUE SON OBJETO DE
VALIDACION

Se deben wvalidar los siguientes procedimientos analiticos quimicos, fisicos y
microbiolégicos:

4.1 Categoria I: prucbas cuantitativas del contenido del (los) principio(s) activo(s),
constituyen procedimientos quimicos o microbiologicos que miden el (los) analito(s)
presente(s) en una muestra determinada.

4.2  Categoria II: prucbas para la determinacion del contenido de impurezas o de
valores limites para el control de impurezas. Pueden ser pruebas cuantitativas o una
prueba cualitativa para determinar si la impureza esta presente en la muestra por encima o
por debajo de un valor limite especificado. Cualquiera de los dos pretende reflejar con

5
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exactitud las caracteristicas de pureza de la muestra. Los parametros de validacion
requeridos por una prucba cuantitativa son diferentes a los de una prueba cualitativa de
cumplimiento de limite.

4.3 Categoria III: pruebas fisico quimicas de desempefio. Constituyen
procedimientos de ensayo que miden caracteristicas propias del desempefio del
medicamento, por ejemplo la prueba de disolucion. Las caracteristicas de la validacion
son diferentes a las de las otras pruebas, aunque las pueden incluir

4.4 Categoria IV: pruebas de identificacion. Aquellas que se realizan para asegurar
la identidad de un analito en una muestra. Esto normalmente se realiza por comparacion
de una propiedad de la muestra, contra la de un estandar de referencia, por ejemplo
espectros, comportamiento cromatografico, reactividad quimica y pruebas
microcristalinas.

4.5 Pruebas microbiolégicas: aquellas que se realizan para asegurar la calidad
microbiana del medicamento.

Los parametros de mérito para cada categoria de prueba se detallan en las Tablas 1 y 2.

Tabla 1. Parametros de desempeiio de los procedimientos analiticos
fisico-quimicos y potencia microbiolégica.

Categoria de | Categoria I Categoria 11 Cat::lglorla Categoria IV
prueba Prueba de | Pruebade .

; Principio(s) | limite limite Fisico T
Parametro ‘P . vy quimico | Identificacién
de activo(s) Cuantitativa | Cualitativa desempeiio
desempeiio
Exactitud S1 SI * * NO
Precision SI SI NO SI NO
Especificidad SI SI SI * SI
Limite de Deteccion NO NO SI * NO
Limite de NO SI NO * NO
Cuantificacion
Linealidad SI SI NO * NO
Intervalo SI SI * * NO

* Puede requerirse dependiendo de la naturaleza del ensayo.
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Tabla 2. Parametros de desempeiio de los procedimientos microbiologicos

Tipo de prueba | Limite microbiano -
y deteccién de Esterilidad anl;::r‘:cﬂ::;?i?:na

Parametro microorganismos
de desempeiio patdgenos
Efectividad del medio de cultivo
(Promocién de crecimiento) SI SI SI
Efectividad del método de
neutralizacion de los agentes S SI SI
preservantes

5.  DE LA DOCUMENTACION QUE DEBE PRESENTARSE PARA LA
REVISION DE LOS METODOS ANALITICOS VALIDADOS

Para la revision por parte de la Autoridad Reguladora de los métodos validados, el
informe del estudio de validacion debe contener la siguiente documentacion:

a. Descripcion detallada del procedimiento analitico.

b. Descripcion de los parametros de desempeiio evaluados segun las tablas 1 y 2.

¢. Evaluacion y célculos estadisticos para la verificacion de los pardmetros de
desempefio.

d. Resumen de los resultados instrumentales obtenidos (areas o absorbancias
impresas).

e. Resumen de los resultados de la validacion obligatoriamente en idioma
espafiol/castellano o debidamente traducido.

f. Conclusiones deben ser obligatoriamente entregadas en idioma
espafiol/castellano o debidamente traducidas.

6. RECHAZO DE LA DOCUMENTACION PRESENTADA

La documentacion presentada sera rechazada si se detectan incongruencias técnicas o
cientificas, inadecuado soporte estadistico de las conclusiones o fallas en el disefio
experimental o en la realizacion de la validacion. Una vez comunicado por la Autoridad
Reguladora el rechazo de una documentacion de validacion, el interesado cuenta con el
tiempo establecido por la legislacion propia de cada pais de la Region Centroamericana
para resolver la inconformidad.
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(621) CROMATOGRAFIA

INTRODUCCION

Las técnicas de separacion cromatografica son métodos
de separacion de multiples etapas en los gue los componen-
tes de una muestra se distribuyen entre dos fases, una de las
cuales es estacionaria y la otra mévil, La fase estacionaria
puede ser un sdlido, un liquide absorbido sobre un sélido o
un gel. La fase estacionaria puede estar empacada en una
columna, extendida como una capa, distribuida como peli-
cula o aplicada mediante otras t&cnicas, La fase mévil puede
ser gaseosa o liquida o un fluido supercritico. La separacién
puede basarse en adsorcion, distribucion de masa (particidn)
o intercambio iénico; o puede basarse en diferencias entre
las propiedades fisicoguimicas de las moléculas, tales comea
tamafio, masa o volumen. Este capitulo contiene procedi-
mientos generales, definiciones y calculos de pardmetras co-
munes y describe requisitos generales para aptitud del sis-
tema. Los tipos de cromategrafia dtiles en el andlisis
cualitative v cuantitative 3u2 se emplean en los procedi-
mientos cromatografices de la USP sen: cromatografia en
columna, de gases, en papel, en capa delgada (incluyendo
la cromatografia en capa delgada de alta resolucion) y de
liquideos presurizados (comdnmente llamada cromatografia
liquida de alta presion o alta resolucidn).

PROCEDIMIENTOS GENERALES

Esta seccidn describe los procedimientos basicos usados
cuando se describe un mélodo cromatogrifico en una mo-
nografia. Se deben seguir los siguientes procedimientos a
menos que se indique algo distinte en la monografia
individual.

Cromatog rafia en Pa pel

Fase Estacionaria: La fase estacionaria &5 una hoja de
papel de textura y espesor adecuados. El desarrollo puede
ser ascendents, en cuyo caso el disclvente se desplaza hacia
arriba por el papel mediante fuerzas de capilaridad, o des-
cendente, en cuyo caso el flujo del disolvente se ve ayudado
por la fuerza de gravedad, La orientacion de las fibras del
papel con respecto al flujo del disolvente se debe mantener
constante en una serie de cromatogramas, (Por lo general,
el fabricante indica la direccién de maguina).

Aparato: El equipo esencial para cromatografia en pa-
pel comprende una camara hermética al vapor provista de
entradas para agregar el disolvente v una gradilla de mate-
rial resistente a la corrosién aproximadaments 5 .cm maés
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corla gue la altura interior de la cdrmara. La gradilla sirve
como soporte para la cubeta de disolvente y para las varillas
antisifdn que, a su vez, sostienen las hojas cromategraficas.
El fondo de la cdmara estd cubierto con la mezcla de disol-
ventes o fase mavil indicada. La saturacion de la cdmara con
el vapor del disolvente se facilita revistiendo las paredes del
interior con un papel humedecide con la fase mévil indi-
cada.

Siembra: La sustancia o sustancias a ser analizadas se
disuelven en un disolvente adecuado. Se aplican volimenes
convenientes, medidos con micropipetas adecuadas, de la
solucién resultante que contengan nermalmente de 1-20 pg
del compuesta, en zonas de 6 a 10 mm de didmetro v con
una separacién de no menes de 3 cm.

Procedimiento para Cromatografia Descendiente en

Papel

fﬁ Suspender la hoja cromategrafica sembrada en el apa-
rato, usando |2 varilla antisiton para sostener el ex-
tremo_stlﬁerior de la hoja en la cubeta de disolvente,

[MoTaA—Asegurar que la percidn de la hoja que cuelga

por debajo de las varillas esté suspendida librementé

en la camara sin tocar la gradilla o las paredes de la
camara o el liquido que estd en el interior de la
camara.]

La camara se sella I:mra permitic su equilibrio (satura-

cidn) v el del papel con el vapor del disolvente, Libe-

rar cualguier exceso de presion, si fuera necesario.

{3) Después de equilibrar la camara, la fase mdvil previa-
mente preparada se introduce en la cubeta a través
de la entrada,

{4) Cerrar la entrada y dejar que la fase mavil se desplace
hacla abajo la distancia deseada sobre el papel.

(5) Retirar la hoja de la camara.

(6) Marcar rapidamente la ubicacidn de la fase mdvil v
secar la hoja.

(7} Observar el cromatograma y medir directamente o
después del revelado adecuado para localizar las man-
chas del farmaco o de los farmaces aislados.

Procedimiento para Cromatografia Ascendente en

Papel

ﬁj Agregar la fase mdvil al fondo de la camara.

{2) La camara se sella i:rara permitir su equilibrio (satura-
cidn) y el del papel con el vapor del disclvente, Libe-
rar cualquier excesa de presion, si fuera necesario.

(3) Sumergir el borde inferior de la fase estacionaria en la
fase movil para permitir que la fase movil ascienda en
la haja cromatogrdfica por capilaridad,

{4) Cuando |a fase mavil haya alcanzado la altura de-
seada, abrir la camara, retivar la hoja, marcar rapida-
mente la ubicacidn del frente de la fase mavil, y secar
la hoja.

(5) Obsenvar el cromatograma y medir directamente o

después del revelado adecuado para localizar las man-

chas del farmaco o de los farmacos aislados.

(2

—r

Cromatografia en Capa Delgada

Fase Estacionaria: La fase estacionaria es una capa rela-
tivamente delgada vy uniforme de material seco v reducidoe a
polva fing que se aplica sobre una lamina o placa de vidrio,
l:la'sticu o metal (generalmente conocida como la placa). La
ase estacionaria para TLC tiene un tamafo de partrculgﬁ_m-
medio de 10-15 pm, ¥ la de TLC de alta resolucion (HPTLC)
tiene un tamafio de particula promedio de 5 pm. Se pueden
usar placas disponibles comercialmente con una zona pread-
sorbente si se especifican en una menegrafia. La muestra
aplicada a la regidn preadsorbente se desarrolla en forma de
bandas estrechas v definidas en la interfase entre el pread-
sorbente y el sorbente. Las separaciones logradas pueden
basarse en la adsorcion, la particién o una combinacidn de
ambos efectos, segin el tipo especifico de fase estacionaria.

Aparato: Usar una cdmara cromatografica de material
inerte y transparente con las siguientes especificaciones: una
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cubeta de fondo plane o cubetas gemelas, una tapa que
cierre herméticamente ¥ un tamano adecuado para las pla-
cas. Revestir comao minimo una pared de la camara croma-
tografica con papel de filtro. Agregar una cantidad sufi-
ciente de fase mdvil a la camara cromatografica de modo
que proporcions, después de impregnar €l papel de filtro,
un nivel de profundidad apropiado a la dimensién de la
placa utilizada, Cerrar la camara cromatografica y de;ar que
se equilibre. [NOTA—A menos que se indique algo diferente,
las separaciones se realizan en una cdmara saturada.]

Deteccion/Visualizacion: A menudo se usa una fuente
de luz ultravioleta (UV) adecuada para observaciones bajo
luz UV de longitud de onda corta (254 nm) y larga (365
nm), asi como una variedad de soluciones reveladoras para
visualizar las manchas.

Siembra: Aplicar las soluciones en forma de zonas sobre
la superficie de la fase estacionaria (placa) en el volumen
prescrito en porciones lo suficientemente pequefias para ob-
tener manchas circulares de 2-5 mm de diametro {1-2 mm
sobre placas de HPTLC) o bandas de 10-20 mm = 1-2 mm
(5-10 mm = 0,51 mm sobre placas de HPTLC) a una dis-
tancia adecuada del borde inferior v de los bordes laterales
de la placa, [NoTa—Durante ¢l desarrolle, la posicién de la
aplicacion debe estar por lo menos 5 mm (TLC) o 3 mm
(HRTLC) por encima del nivel de la fase mavil.] Aplicar las
soluciones sobre una linea paralela al borde inferior de la
placa con una separacidn minima de 10 mm {5 mm en pla-
cas de HPFTLC) entre los centros de las manchas o 4 mm
{2 mm en placas de HPTLC) entre los bordes de las bandas
y dejar que se sequen,

Procedimiento

(1) Colocar la placa en |la camara, asegurando que las

manchas o bandas estén por encima de la superficie

de la fase mavil.
(2) Cerrar la cdmara.

) De;ar que la fase mavil ascienda en la placa hasta que
el frente de la fase movil haya recorrido tres cuartos
de la longitud de la placa o la distancia indicada en la
monagrafia.

{4) Retirar la placa, marcar ¢l frente de la fase mdvil con
un lapiz, v dejar gue se seque.

(5) Visualizar los cromatogramas segun se indica,

(6} Determinar los valores del factor de retardo cromato-

?rari-:o Re) para las manchas o 2onas principales,

e puede realizar una identificacidn presuntiva me-
diante la observacion de las manchas o zonas con va-
lores Ry idénticos y de magnitud similar, obtenidas
respectivamente cromatografiando una muestra des-
conocida v un estandar en la misma placa. Una com-
paracidn visual del tamafo o intensidad de las man-
chas o zonas puede servir para una estimacion
semicuantitativa. La mediciones cuantitativas se pue-
den efectuar mediante densitometria (mediciones de
absorbancia o fluorescencia).

Cromatografia en Columna

Soporte Sélido:  Usar tierra silicea purificada para sepa-
racion de fase normal. Usar tierra silicea cromatogréfica sila-
nizada para cromatografia de particion en fase reversa.

Fase Estacionaria: Modificar el soporte sélido agre-
gando la fase estacionaria especificada en la monografia in-
dividual. 51 se emplea una mezcla de liquidos como fase
estacionaria, mezclarlos antes de la introduccion del soporte
salido.

Fase mdvil: La fase mdvil se especifica en la monografia
individual. 5i la fase estacionaria es una solucidn acuosa,
equilibrar con agua. Si la fase estacionaria es un liquido or-
ganico polar, equilibrar con ese liquida.

Aparato: A menos que se especifique algo diferente en
la monografia individual, el tubo cromatografico tiene un
didgmetro interno de aproximadamente 22 mm y una longi-
tud de 200-300 mm. Acoplado al tubo cromatografico se
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encuentra un tubo de salida sin llave de paso con un didme-
tro interno de aproximadamente 4 mm y una longitud de
Omm.

PREPARACION DEL ARARATO:  Apisonar un trozo de lana de
vidrio fina en la base del tubo. Combinar el volumen especi-
ficado de fase estacionaria v la cantidad especificada de so-

rte solido para producir una mezcla homegénea y liviana,

ransferir esta mezcla al tubo cromatogrdfico ¥ apisonar em-

leando presion suave, hasta obtener una masa uniforme. Si
a cantidad especificada de soporte sdlido es més de 3 g,
transferir la mezcla a la columna en porciones de aproxima-
damente 2 g y apisonar cada porcidn. 5i la valoracion o la

rueba requieren una columna multisegmentada, con una
ase estacionaria diferente especificada para cada segmento,
apisonar después de la adicion de cada segmento v agregar
cada segmento directamente sobre el anterior. Colocar un
trazo de lana de vidrio fina por encima del relleno de la
columna. [NOTA—La fase maovil debe fluir a través de una
columna rellena como una corrente moderada o, si se lleva
a cabo una cromatografia en fase reversa, como un goteo
lenta,]

Si se incorpora la solucidn del analito en la fase estaciona-
ria, completar la transferencia cuantitativa al tubo cromato-
grafico raspando el vaso de precipitados usado para la pre-
paracidn de la mezcla de prueba con una mezcla de
aproximadarnente 1 g de Soporte Sélido y varias gotas del
disolvente usado para preparar la solucién muestra antes de
agregar el trozo final de lana de vidrio por encima del
relleno.

Procedimiento

{17 Transferir la fase mdvil al espacic de la columna por
encima del relleno vy dejar que fluya a traveés de la
columna por accion de la gravedad.

Enjuagar la punta de la columna cromatogrifica con
aproximadamente 1 mL de fase mavil antes de cada
cambio en la composicion de la fase mdvil y después
de completar la elucién.

Si se introduce el analito en la columna como una
solucidn en la fase mavil, dejar que pase completa-
mente al relleng de fa columna,qluegﬂ agregar fase
mdvil en varias porciones pequefias, dejando que
cada porcion drene completamente, antes de agregar
el grueso de la fase mowil.

Cuando el procedimiento indique el uso de mdltiples
columnas cromatograficas montadas en serie y se es-
pecifique la adicion de fase mavil en porciones dividi-
das, d:ij]ar que cada porcién drene por completo a
traves de cada columna, y enjuagar la punta de la
columna con fase midvil antes de la adicidn de cada
porcion sucesiva.

@

—
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Cromatografia de Gases (GC)

Fase Estacionaria Liguida: Este lipo de fase estd dispo-
nible en columnas rellenas o capilares.

Cromatografia de Gases en Columna Rellena: La fase
estacionaria liguida se deposita sobre un soporte s6lido
inerte finamente dividido, como por ejemplo tierra de diato-
meas, polimeros porosos, o carbono grafito, con el gue se
rellena la columna que por lo regular tiene un didmetro
interno de 2-4 mm v una longitud de 1-3 m.

Cromatografia de Gases en Columna Capilar: En las
columnas capilares, las cuales no estdn rellenas con soporte
sGlido, la fase estacionaria liquida se deposita sobre la super-
fiﬁie interna de la columna y puede unirse quimicamente a
ella,

Fase Estacionaria Solida: Este tipo de fase esta disponi-
ble dnicamente en columnas rellenas. En estas columnas, la
fase solida es un adsorbente activo, como por ejemplo ald-
mina, silice o carbono, con el que se rellena una columna.
Las resinas poliaromaticas porosas, que a veces se emplean
en las columnas rellenas, ne se recubren con una fase li-
quida. [NoTa—Las columnas capilares y rellenas deben acon-
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dicionarse antes del uso, hasta que la linea base y otras
caracteristicas sean estables. Los distribuidores de columnas
y maleriales de relleno proveen instrucciones relativas al
acondicionamiento recomendado. ]

Aparato: Un cromatografo de gases consta de una
fuente de gas transportador, un inyector, una columna, un
detector v un dispositiva registrador, El inyector, la columna
y el detector tienen temperaturas controladas v se puede
variar como parte del andlisis. Los gases transportadores tipi-
cos son helio, nitrégeno o hidrégeno, dependiendo de la
columna y el detector en uso. El tipo de detector que se usa
depende de la naturaleza de los compuestos que se analizan

se especifica en la monografia individual. La sefal de sa-
ida de los detectores se registra como la respuesta del ins-
trumento en funcién del tiempo y la medida del area o
altura del pico, s una funcién de la cantidad presente.

Programa de Temperatura: La longitud v la calidad de
una separacidn por GC se pueden controlar alterando la
termperatura de la columna cromatografica. Cuando sea ne-
cesario un programa de temperatura, la monegrafia indivi-
dual indica las condiciones en formato de tabla. La tabla
indica la temperatura inicial, la velocidad de cambio de tem-
peratura (rampa), la temperatura final y el tiempeo de espera
(hold time) a la temperalura final,

Procedimiento

{1} Equilibrar la columna, el inﬁector y el detector con un
flujo de gas transportador hasta obtener una senal
constante.

{2} Inyectar una muestra a través del septo del inyector, o
usar un muestreador automatico.

(3) Comenzar el programa de temperatura.

i4) Registrar el cromatograma.

(5) Analizar segin se indica en la monografia.

Cromatografia de Liquidos (HPLC)

El término cromatografio de liguidos, segln se usa en los
compendics, s sindnimo de cromatografia liquida de alta
presidn y de cromatografia liquida de alta resolucion. La
cromategrafia de liguidos es una 1écnica de separacion ba-
sada en una fase estacionaria sdlida y una fase maovil liquida.

Fase Estacionaria: Las separaciones se logran por pro-
cesos de particidn, adsorcion o intercambio idnico, segln el
tipo de fase estacionaria empleada, Las fases estacionarias
mas comunmente usadas son la silice modificada o las mi-
croperlas de polimero. Las microperlas se modifican agre-
gando hidrocarburos de cadena larga El tipo de relleno
especifico necesario para completar un andalisis se indica me-
diante la designacion “L" en la monaografia individual (ver
también la seccién Columnas Cromalografices mds adelante),
A menudo, el tamafio de las microperlas también se des-
cribe en la monografia. Los cambios en el tipo y tamafo de
rellenc se analizan en la seccign Aptitud del Sistema de este
capitulo,

Columna Cromatografica:  El término columna incluye
columnas de acero inoxidable, de acero inoxidable con re-
cubrimienta intemo y poliméricas, rellenas con una fase es-
tacionaria. La longitud y el didmetro de |a columna afectan
la separacidn y, por lo tanta, las dimensiones tipicas de la
columna se incluyen en la menografia individual, Los cam-
bios en las dimensiones de la columna se analizan en la
seccion Aptitud del Sistemo de este capitulo, Las monografias
farmacopeicas no incluyen el nombre comercial de las co-
lumnas apropiadas; esta omisidn evita la interpretacion de
cualguier tipo de respaldo para un producto de un provee-
dor y permite la adaptacidn a cambios normales en el mer-
cado. Ver la seccion Columnas Cromatogrdficas para mas in-
formacidn,

Fase Mavil: La fase mdvil es un disolvente ¢ mezcla de
disolventes, segun se define en la monografia indiadual.

Aparato:  Un cromatografo de liquides consta de un re-
cipiente que contiene la fase mdvil, una bomba para forzar
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el paso de la fase movil a través del sistema a alta presidn,
un inyector para introducir la muestra en la fase mivil, una
columna cromatografica, un detector ¥ un dispositivo de re-
coleccion de dates.
Elucion en Gradiente: Se denomina elucién en gra-
diente o programacion del disolvente a la técnica de cam-
biar continuamente la composicion del disohvente durante la
cromatografia. El perfil de elucién en gradiente se presenta
en la monografia individual como una tabla de gradientes,
que indica &l tiempo y la composicién proporcional de la
fase mavil en el tiempo indicado.
Procedimiento
(1) Equilibrar la columna y el detector con fase mdvil a la
veloridad de flujo especificada hasta obtener una se-
fial constante.

{2) Inyectar una muestra a través del inyector o usar un
muestreador automatico.

(3) Comenzar el programa de gradientes,

(4) Registrar el cromatograma.

(5) Analizar segin se indica en la monogratia.

COLUMNAS CROMATOGRAFICAS

Una lista completa de rellenos (L), fases (G) y soportes (5)
usados en las pruebas y valoraciones de USP-NF se encuen-
tra en la seccion Reactivos, Indicadores y Saluciones—Colum-
nas Cramalograficas de USP-NFy PF. Esta lista pretende ser
una referencia Gtil para el técnico en cromatografia en la
identificacidn de la columna cromatogrifica correspondiente
especificada en la monografia individual,

DEFINICIONES E INTERPRETACION DE
CROMATOGRAMAS

Cromatograma: Un cromatograma es una representa-
cién gréfica de la respuesta del detector, concentracion de
analito en el efluente u otra cantidad usada como una me-
dida de concentracién del efluente en funcién del velumen
de efluente o del tiempo. En la cromatografia planar se
puede usar el térming, cromatagrama para referirse al papel
o capa con las zonas separadas.

La Figura ] representa una separacion cromatografica ti-
pica de dos sustancias, 1y 2, ) ¥ b son los tiempos de
retencicn respectives; v b es la altura, h/2 la mitad de la
altura v Wha &l ancho a la mitad de la altura, para el pico 1.
Wi y W: son los anchos de los picos 1 y 2, respectivamente,
en [a linea base. Los picos de aire son una caracteristica de
los cromategramas de gases y corresponden al frente de la
fase mdvil en la cromatografia de liquidos. El tiempo de
retencion de estos picos de aire o componenles no reteni-
dos se denomina by

Volumen de Residencia (D):  El volumen de residencia
{también conocido como valumen de demora en elucidn a
gradiente) es el velumen entre el punto en el que se en-
cuentran los eluyentes v la entrada de la columna.

Tiempo Muerto (t): El tiempo muerto es el tiem
requerido para la elucidn de un componente no retenido
{ver la Figura 1, mostrado como un pico de aire o de com-
pc-l;ente no retenido, con 1a escala de la linea base en minu-
tas).

Volumen Muerto (V.):  El volumen muerto es el volu-
men de fase mdvil requerido para eluir un componente no
retenido. Se puede calcular a partir del tierpo muerto y la
velocidad de flujo F, en mL{imin;

Vie=tu=F

En la cromatografia de exclusion por tamafio, se usa el sim-
bolo Vo,
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Pico del discleene

RESPUESTA DEL DETEGTOR
- Inyeceitn

Cala del disalvenis
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Figura 1.

Niimero de Platos Tedricos (N): N es una medida de
eficiencia de la columna. Para los picos gaussianos, se cal-
cula por la ecuacion:

N = 16t/ W)

en donde t; €5 el tiempo de retencion de la sustancia y W
es el ancho del pico en su base, que se obtiene extraﬁ:a—
lande los lados relativamente rectos del pico hasta la linea
base. El valor de M depende de la sustancia cromategrafiada
asl como de las condiciones operativas, tales como |a veloci-
dad de flujo v la temperatura de la fase movil o gas trans-
portador, la calidad del relleno, la uniformidad del relleno
dentro de la columna, v, para columnas capilares, € espesor
de la pelicula de fase estacionaria, el diametro interno v la
longitud de la columna.

Cuando se usan integradores electronicos, puede ser con-
veniente determinar el ndmero de platos tedricos por la
ecuacian:

E
t, |

bz

N=554

donde W es el ancho del pico a la mitad de la altura. Sin
embargo, en caso de discrepancias, sdlo se deben usar las
ecuaciones basadas en el ancho del pico en la linea base.

Pico: El pico es la porcidn del cromatograma que regis-
tra la respuesta del detector cuando un componente indivi-
dual eluye de [a columna. 3i la separacién es incompleta, se
puede registrar la elucidn de dos o mas componentes como
un pico no resuelto.

Relacion Pico/Valle (p/v): La pfv se pueden emplear
come un criterio de aptitud del sistema en una prueba de
sustancias relacionadas cuando no se Io%ra la separacion en-
tre dos picos en la linea base. La figurg 2 representa una
separacion incompleta de dos sustancias, donde Hy es la
altura del pico menor por encima de la linea base extrapo-
lada ¥ H, es la altura en el punto més bajo de la curva que

Los pardrmetres k, M, ¢y fo 32 desanrollanen para separaciones por GC
isotérmicas v separaciones por HPLC isccrdticas, Debido a que estos térmimos
son pardmetros termoedindmicos, son vilides Gnicamente para separaciones
redlizadas a kemperatura, composicion de la fase mdwil v velocidad de flujo
constantes. Mo obstante, dpara mﬁ:mciunes realizadas con un prc‘-:lgramu £
temperatura o gradiente de disohentes, estos pardmetros se pueden usar
simplemente como madic de comparacion para asegurar que existen las
condiciones cromatogrificas adecuadas para llevar a cabo los miétodos segon
s indican en la monbyrafias.

Separacién cromatogrifica de las dos sustancias.

separa los picos menor y mayor por encima de la linea base
extrapolada:

piv = Hu/H,

Determinacion de la relacion pico/valle.

Fiqura 2.

Retardo Relativo (R..): El retardo relativo es el cociente
de la distancia recorrida por el analito v la distancia reco-
rrida simultaneamente por un compuesto de referencia {ver
la Figura 3) ¥ se usa en una cromatografia planar.

Re=bic
Frenta de Fase Mavil
_. Muestra
@ |Referencia

Punio de Inizio (linea)

Figura 3. Cromatografia planar tipica.
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Retencion Relativa (r)':  Es el cociente entre el tiempo
de retencidn ajustado de un componente vy el de otro usado
coma referencia obtenido en condiciones idénticas:

r=tp — tm.lrlq: — b

donde ta; es el iempo de retencién medido desde el punto
de inyeccidn del compuesto de interés; ty es el tiempo de
retencidn medido a partir del punto de inyeccion del com-
puesto usado como referencia; v tu es el tiempo de reten-
cidn de un marcador no retenidoe definido en el procedi-
miento, todos determinados en condiciones experimentales
idénticas en la misma columna.

Tiempo de Retencidén Relativo (RRT):  Tarmbién cono-
cido como tiempo relativo no ajustado. Las comparaciones
en USP normalmente se realizan en términos de retencién
relativa no ajustada, a menos que se indique de otro modo.

RRT = tazftm

El simbolo r; también se usa para designar los valores de
retencidn relativa no ajustados.

Desviacion Estdndar Relativa Porcentual

S -3y |
XX
wRSD= 99| 5 ©

X MN-1

Factor de Retardo (R¢): El factor de retardo es el co-
ciente entre la distancia recorrida por el centro de la man-
cha y la distancia recorrida simultaneamente per la fase md-
vil ¥ se usa en cromatografia planar. Usando los simbolos de
la Figura 3:

Rr = bfa

Factor de Retencian (k)': Al factor de retencion tam-
bién se le conoce como el factor de capacidad (k7). 5e de-
fine cormao:

canlidad de sustancia en la fse eslacanaria

K=
carlidad de sustancia en & fase mduil

L¢]

_ fliempo de |a sustancia en la fase estacionaria
tiempo de ks sustancia en |a fase movil

k

El factor de retencidn de un compenente se puede deter-
minar a partir del cromatograma:

k = (ts — tu)/tea

Tiempo de Retencion (ta): En cromatografia liquida y
cromatografia de gases, el tiempo de retencién, ts, se define
como el tiempo transcurride entre la inyeccidn de la mues-
tra y la aparicion de la respuesta maxima. e puede usar tr
COmo un pardmetro para identificacidn. Los tiempos de re-
tencion cromatograficos son caracteristicos de los compues-
tos que representan, pero no sen Onicos. La coincidencia de
los tiempos de retencion de una muestra y de una sustancia
de referencia puede usarse como un criterio parcial en la
construccitn de un perfil de identidad, pero es insuficiente
por s misma para establecer la identidad. Los tiempos de
retencion absolutos de un compuesto dado varian de un
cromatagrama al siguiente.

Volumen de Retencion (Va):  El valumen de retencién
es ¢l volumen de fase mivil requerido para la elucién de un
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componente. Se puede calcular 2 partir del tiempo de re-
tencion y de la velocidad de flujo en mL/min:

Wo=1th=F

Resolucion (R:): La resolucion es la separacion de dos
componentes en una mezcla, calculada por:

Rs = 2tz — L /(W + W)

donde t v tm son los tiempos de retencion de los dos
compaonentes; ¥ W; vy W, son los anchos correspondientes
en las bases de los picos obtenidos extrapolando los lados
relativarmente rectos de los picos hasta la linea base.
Cuando se usan integradores electrdnicos, puede ser con-
veniente determinar la resolucidn, mediante la ecuacion:

Be = 1,180tk — tea)/{Winz + Wina)

Factor de Separacion (a): el factor de separacidn es la
retencion relativa calculada para dos picos adyacentes (por
convencion, el valor del factor de separacion siempre es »1):

o = kalky

Factor de Simetria {A<)*: El factor de simetria (también
conocide como factor de asimetria) de un pico (ver la Fgura
4) se calcula por:

As = Wags/2f

dontde Waos es el ancho del pico al 5% de la altura y T es la
distancia del maximeo del pice hasta el borde inicial del pico,
midiendo la distancia en un punto ubicado al 5% de la
altura desde de la linea base,

Franie
didl pice

Mdxina del piooj

Figura 4. Pico cromatografico asimétrico.

Factor de Asimetria (T): Ver Factor de Simetrig.

APTITUD DEL SISTEMA

Las pruebas de aptilud del sistema son una parte integral
de los métodos de cromatografia de liquidos y de gases.
Estas pruebas se usan para verificar que el sistema cromato-
grafico sea adecuado para el analisis que se pretende
efectuar, )

_Las pruebas se basan en el concepto de que el equipo, los
sistemas electrénicos, las operaciones analiticas y las mues-
tras analizadas constituyen un sistema integral que se puede
evaluar como tal.

Los factores que pueden afectar el comportamiento cro-
matografico incluyen lo siguiente:

« Composicidn, fuerza ionica, lemperatura y pH aparente

de la fase rmowil
Wmmn consiste en medic @ Faclor de Adimetria como el
cotiente entee la distancia entre la linea vertical que conecta al dpice del pico
con la linea base interpolada y 2l frente del pica, v la distancia entre dicha
linga v el pico medide a la inversa al 10% de la altura del pico (ver la Figura
4} senia (Wi o — fo000f000. No obstante, para los propdsitos de la USP,
unicamente o5 witlida la fdrmula (A5) seoun e presenta en este capitulo,
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» Velocidad de flujo, dimensiones de la columna, tempe-

ratura de la columna y presion

» Las caracteristicas de I}; fase estacionaria, incluyendo el

tipo de soporte cromatografico (basado en particulas o
menglilico), tamafio de particula, tamanio de poro y
drea especifica

= En fase reversa y otras modificaciones superficiales de

las fases estacionarias, el grade de modificacidn quimica
(seqln se expresa mediante recubrimiento exhaustivo
(end-capping), carga de carbono, etc.)

La resclucion, RBs, es una funcidn del ndmero de platos
tedricos, M (también referido como eficiencia), el factor de
separacidn, ¢, y el factor de capacidad, k. [NOTA—Todos los
términos y simbolos se definen en la seccion anterior Defini-
ciones e Interpretacidn de Cromatogramos.] Para una fase mo-
vil ¥ una fase estacionaria determinadas, se puede especifi-
car M para asegurar que los compuestos que eluyen mu
cerca entre si se resuelvan unos de otros, para establecer el
poder de resolucidn general del sistemagr ‘0 para asegurar
que el estandar interno se resuelva del farmaco. Este es un
medio menas confiable para asegurar la resolucidn que la
medicion directa de la misma. La eficiencia de la columna
es, en parte, una reflexién de la agudeza del pico, que es
también importante para la deteccion de trazas de
compaonentes.

Las inyecciones repetidas de una preparacién estandar u
otras soluciones estindar se comparan entre si para determi-
nar si se cumplen los requisitos de precision. & menos que
se especifique de otro modo en la monografia individual, se
usan los datos de cinco inyecciones repetidas del analito
para calcular la desviacion estandar relativa, %6RSD, si el
requisito es 2,09 o menos; se usan los datos de seis inyec-
ciones repetidas si la desviacion estandar relativa es mas de

0%,

Para la Voloracidn en una monografia de un farmace,
donde el valor es 100% para la sustancia pura, ¥ no se
especifica una desviacion estandar relativa maxima, se cal-
cula la %RSD maxima permitida para una serie de inyeccio-
nes de la solucién de referencia come:

GHRSD = KBVNftags, n-1

doncde K @3 una constante (0,349), ablenida a partir de la
expresion K = (0,6/VZ) « {1 s0%,5/8), en la que 0,6/v2 re-
presenta la desviacion estandar relativa porcentual después
de seis inyecciones para B = 1,0; B es el [imite superior
provisto en la definicidn de la monografia individual menos
100%; n es ¢l nimero de inyecciones repetidas de la solu-
cién de referencia (3 =n £ 6); ¥ b, o1 25 &l valor t de
Student al 90% del nivel de probabilidad (dos colas) con
n -1 gradeos de libertad, i

A menos que se indique de otro mode, la desviacion es-
tandar relativa maxima permitida no excede del valor apro-
piado provisto en la tabla de requisitos de repetibilidad. Este
requisito no se aplica a las pruebas para sustancias
relacionadas.

Requisitos para Desviaclon Estandar Relativa

Mamero de Inyecciones Individuales
3 [ 4 [ s [ &
B (%) RSD Mixima Permitida
2.0 b4 059 0,73 0,85
2.5 0,52 .74 0,02 1,08
3.0 0,62 089 1,10 1,27

El factor de simetria, As, una medicidn de la simetria del
pico, la unidad es el valor que adquiere para picos perfecta-
mente simétricos; y su valor se incrementa conforme la asi-
metria se vuelve mas pronunciada (ver la Figura 4). En algu-
nos cases, pueden observarse valores menores a la unidad.
A medida que la simetria del pico se aleja de valores de 1, la
integracidn y por lo tanto la precision se lornan menos con-
fiables.
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La relacién sefial-ruido {5/MN)} es un parametro Otil de apti-
tud del sisterna, La §/M se calcula segun se indica a
continuacian:

SN = 2ZH/h

donde H es la altura del pico medido a partir del apice del
pico hasta la linea base extrapolada sobre una distancia =5
weces el ancho del pico a su altura madia; ¥ h es la diferen-
cia entre el valor de ruido maés grande y mas pequefio ob-
servados sobre una distancia ESQVECES el ancho del pico a su
altura media y, si fuera posible, igualmente distribuida a am-
bos lados del pico de interés {ver la Figura 5).

|
EWI

Figura 5. Ruido y pico cromatnsgréfico, componentes de la
relacion 5N,

Estas pruebas de aptitud del sistema se realizan recolec-
tando datos a partir de inyecciones repetidas del estandar u
olras soluciones segdn se especifica en la monografia
individual.
La especificacion de paramelros definidos en una mono-
grafia no excluye el uso de otras condiciones de operacion
aptas. Se permiten ajustes dnicamente cuando
+ Se encuentran disponibles estandares adecuados (inclu-
yendo Estindares de Referencia) para todos los com-
Eues‘r.os usados en la prueba de aptitud; vy

* Esos estdndares muestran que los ajustes mejoraron la
calidad de la cromatografia con respecto a los requisitos
de aptitud del sistema.

Mo se deben realizar ajustes a los sistemas cromatografi-
cos a fin de cumFIir con los requisitos de aptitud del sistema
para compensar fallas en la colurmna o mal funcionamiento
del sistema.

Si es necesario realizar ajustes a las condiciones operativas
para cumplir con los requisitos de aptitud del sistema, cada
uno de los pardmetros en la lista siguiente es la variacién
midxima que se puede considerar, a menos que se indique
algo distinto en la monografia; estos cambios pueden re-
querir datos de validacion adicionales. Para verificar la apti-
tud del método en estas nuevas condiciones, evaluar las ca-
racteristicas de desernpefio analitico pertinentes gue sean
potencialmente afectadas por el cambio, Mialtiples ajustes
pueden tener un efecto acumulative en el desempefio del
sistema y deben considerarse cuidadosamente antes de im-
plementarlos. Mo se recomienda realizar ajustes a la compo-
sicidn de la fase movil en la elucion en gradiente, 5i es
necesario realizar ajustes, Unicamente se recomiendan cam-
bios en la columna {mismo material de relleno} o ajustes en
volumen muerlo.

pH de la Fase Movil (HPLC):  El pH de la solucion
amortiguadora acuosa usada en la preparacién de la fase
midwvil s& puede ajustar dentro de £0,2 unidades del valor o
intervalo especificado.

Concentracion de Sales en la Solucidn Amortiguadora
(HPLC): La concentracitn de las sales usadas en la prepa-
racion de la solucién amortiguadora acuosa empleada en la
fase mévil se puede ajustar dentro de +10% siempre que se
cumpla con la variacion del pH permitida (ver amba),
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Relacion de los Componentes en la Fase Mavil
(HPLC): Los siguientes limites de ajuste aplican a compo-
nentes minoritarios de la fase mdvil (especificados a 5(}'@ 5]
menos). La cantidad de estos componentes se puede ajustar
en un £30% relativo. Sin embargo, el cambio en cualguier
componente no puede exceder de 210% absoluto (es decir,
en relacion a la fase mdvil total). Se puede ajustar un com-
ponante mincritario en una mezcla ternaria, A continuacién
se presentan ejemplos de ajustes para mezclas binarias y ter-
narias.

Mezclas Binarias

BELACION ESPECIFICADA DE 50:50:  30% de 50 es 15% abso-
Iuto,qffern esto excede el cambio maximo permitido de
+10% ahsoluto en cada componente. Por lo tanto, sdlo se
puede ajustar la relacion de la fase movil dentro del inter-
valo de 40:60 a 60:40.

RELACION ESPECIFICADA DE 2:98:  30% de 2 es 0,6% abso-
luto, Por lo tanto, el ajuste mdximo permitido se encuentra
dentro del intervalo de 1,4:98.6 a 2,6:97 4.

Mezclas Ternarias

RELACION ESPECIFICADA DE &0:35:5: Para el segundo compo-
nente, 30% de 35 es 10,5% absoluto, que excede el cam-
bio maxime permitido de £10% abscluto en cualguier com-
ponente, For lo tanto, el segundo componente sdlo puede
ajustarse dentro del intervalo de 25% a 45% absoluto. Para
el tercer componente, 309 de 5 €3 1,5% absoluto. En lodos
los cases, usar una cantidad suficiente del primer compo-
nente para obtener un total de 100%. Como consecuencia,
los intervalos de mezclas de 50:45:5 a 70:25:5 &
58,5:35:6,5 a 61,5:35:3,5 cumpliran con el requisite.

Longitud de Onda del Detector UV—Visible (HPLC):
Mo estan permitidas las desviaciones de las longitudes de
onda especificadas en el procedimiento. Se usa el procedi-
miento especificado por el fabricante del detector, u otro
procedimiento validado, para verificar que el error en la lon-
gitud de onda del detector sea, como maximo, +3 nm.

Fase Estacionaria

LONGITUD DE LA COLUMNA (GC, HPLC):
tanto como £70%.

DIAMETRO IMTERMO DE LA COLUMMA (HPLC):  5e puede ajustar
siempre que la velocidad lineal se mantenga constante, Ver
Velacidad de Flujo (HPLC) mas adelante,

DIAMETRD INTERMD DE LA COLUMMA [GC—5e puede ajustar
tanto como +50% para GC.

ESPESOR DE LA PELICULA (CG CAPILARI—Se puede ajustar tanto
como -50% a 100%.

Tamanio de Particula (HPLC):  El tamafio de particula se
puede reducir tanto como 50%, pere no se puede aumen-
tar,

Tamanio de la Particula (GC):  Es aceptable cambiar la
malla de un soporte para GC de un tamane de particula
Mayor a uno menor o de uUNo Menor a une mayor siempre
gue la cromatografia curmpla con los requisitos de aptitud

el sisterna y se mantenga la misma relacion del intervalo
de tamanic de particula, La relacidn del intervalo del ta-
rmafio de particula se define como el didmetro de la parti-
cula mas grande dividida por el didametro de la particula
mas pequeria,

Velocidad de Fluje (GO La velocidad de flujo se
puede ajustar tanto como +50%,

Velocidad de Flujo (HPLC): Cuando hayan sido modifi-
cadas las dimensiones de la columna, la velocidad de flujo
se puede ajustar usando;

Se puede ajustar

=13
o)

I

F, =F, 2
I1

=

en donde Fy es la velocidad de flujo indicada en la mono-
grafia, en mbLimin; F; es la velocidad de flujo ajustada, en
mL/min; L &5 la longitud de la columna indicada en la mo-
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nografia; 1: es la Ion%iiud de la columna usada; d; es el
diametro interno de la columna indicado en la managrafia;
v oy es el didmetro interng de la columna usada. Ademds, la
velocidad de flujo se puede ajustar en £50%,

Volurmen de Inyeccion (HPLC): Bl volumen de inyec-
cign se puede reducir hasta tanto lo permitan los limites de
deteccidn y precisién aceptados; no se permiten aumentos,

Volumen de Inyeccion y Volumen de Divisidn (Split
Volume) (GCY:  El volumen de inyeccion y el volurmen de
divisién se pueden ajustar si la deteccion y la repetibilidad
son satisfactorias.

Temperatura de la Columna (HPLC): La temperatura
de la columna se puede ajustar tanto como £10°, Se reco-
mienda la termostatizacion de la columna para mejorar el
contral ¥ la reproducibilidad del tiempo de retencion.

Temperatura del Horno (GC):  La temperatura del
horno se puede ajustar tanto como 1

Programa de Temperatura del Horno (GC): 52 permi-
ten ajustes de la temperatura segon se especificd anterior-
mente. Cuando la temperatura especificada se debe mante-
ner o cuando la temperatura debe cambiarse de un valor a
otre, se permite un ajuste de hasta £20%,

A menos de se indique algo distinte en la monografia, los
parametros de aptitud del sisterna se determinan a partir del
pico del analito.

Los valores medidos de R, o By o L para la muestra no se
desvian de los valores obtenidos para el compuesto o la
mezcla de referencia en mds gue los estimados de confiabili-
dad estadisticamente determinados en valoraciones repeti-
das del compuesto de referencia. Los tiempos de retencidn
relativos, si se proporcionan en las monografias, son con
fines informativos dnicamente para facilitar la identificacidn
de los picos. Mo existen criterios de aceptacidn pertinentes a
los tiempos de retencion relativos.

El sistema operativa final debe someterse a una prueba de
aptitud para determinar su eficiencia. Realizar inyecciones de
las preparaciones apropiadas segln se requiera para demos-
trar una adecuada aptitud del sistema en toda la corrida
(seguin se describe en la seccién Sisterna cromatogrdfico del
procedimiento en una monografia).

La preparacion puede ser una preparacion estandar o una
solucién gue contenga una cantidad conocida de analito v
cualquier material adicional {lmr gjernplo, excipientes o im-
purezas) dtiles para el control del sistema analitico. Siempre
que haya un cambio significative en el sistema cromatogra-
fico (equipo, componentes de la fase mdvil, u otros compo-
nentes) o en un reactivo critico, deberia restablecerse la ap-
titud del sistema. Ningan andlisis de muestras es aceptable a
menos que se haya demostrado la aptitud del sisterna,

CUANTIFICACION

Durante la cuantificacidn, no tomar en cuenta los picos
roducidos por disolventes y reactivos o generados por la
ase mivil o la matriz de la muestra,

En el intervalo lineal, el drea del pico v la altura del pico
son generalmente proporcionales a la cantidad de com-
puesto eluido. Las dreas y las alturas de los picos se miden
cominmente mediante integradores electrénicos, pero se
pueden determinar de modos mas dasicos. En general, se
emplean las dreas de los picos perg pueden ser Menos exac-
tas si 52 producen interferencias. Los componentes medidos
se separan de cualguier componente interferente. Se deben
minimizar las asimetrias tanto en la parte anterior como en
la posterior del pico ¥ se debe evitar la medicion de picos
dentro de las colas de otros picos.

Aunque se prefiere la comparacion de los picos de impu-
rezas con los del cromatograma de un estandar de la impu-
reza a una concentracian similar, las pruebas de impurezas
pueden basarse en la medicidn de las respuestas de los pico
debidos a impurezas v expresarse como un porcentaje del
area del pico del farmaco. El estandar puede ser el mismo
farmaco a un nivel correspondiente de impurezas, por ejem-
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plo, a 0,5%, asumiendo respuestas idénticas de los picos.
Cuando las impurezas deben determinarse con una rmayor
certeza, usar un estandar de la misma impureza o aplicar un
factor de correccidn basado en la respuesta de la impureza
relativa a la del componente principal.

Método de Estandar Externo: La concentracion del
componente cuantificado se determina comparando |as res-
puestas obtenidas a partir de la solucion muestra con las
respuestas abtenidas a partir de una solucidn estandar.

Método del Estandar Interno:  Se introducen cantida-
des iguales del estdndar interno en la solucion muestra y en
una solucidn estandar. El estandar interno se selecciona de
modo gue no reaccione con el material de prueba, se re-
suelva de los componentes cuantificados (analitos), y no
contenga impurezas con el mismo liempo de retencidn que
los analitos. Las concentraciones de los analitos se determi-
nan comparando los cocientes entre las areas de sus picos o
las alturas de sus picos y el estandar interne en la solucién
muestra, con los cocientes entre las dreas o alturas de sus
picos y el estandar interno en la solucion estandar.

Procedimiento de Normalizacion: El contenido por-
centual de un componente del material de prueba se calcula
determinando el drea del pico correspondiente como un
porcentaje del drea total de todos los picos, excluyendo
aguellos debidos a disolventes o reactivos o que surgen de
la fase mavil o de la matriz de la muestra y aguellos por
debajo del imite en ¢l que pueden descartarse.

Procedimiento de Callbracion: Se determina la refa-
cion entre la sefial medida o evaluada y la cantidad de |a
sustancia x (por ejemplo, concentracidn, masa) y se calcula
la funcién de calibracion. Los resultados analiticos se calcu-
lan a partir de la sefial del analito medida o evaluada y su
posicion en la curva de calibracidn,

En las pruebas para impurezas tanto para el Método del
Esténdar Exlerna, cuando se usa una dilucion de la solucion
muestra para comparacion, come para el Procedimiento de
Mormalizacidn, se aplica cualquier factor de correccidn indi-
cado en la monografia (por ejemplo, cuando el factor de
respuesta estd fuera del intervale de 0,8-1,2).

uande la prueba de impurezas indica el total de impure-
zas 0 cuando existe una determinacion cuantitativa de una
impureza, es importante seleccionar un ajuste de umbral
apropiado y condiciones apropiadas para la integracion de
las dreas de los picos, En tales pruebas, el limite en al cual, o

or debajo del cual se descarta un pico, es generalmente

L 05%, De esta forma, el ajuste de umbral del sistema de
recoleccion de datos corresponde al menos a la mitad de
este limite, Integrar el area del pico de cualguier impureza
que no se separe por completo del pico principal, preferible-
mente mediante extrapolacion valle a valle de la linea base
(extrapolacidn tangencial).

{631) COLOR Y ACROMATISMO

Definicion—aA los efectos de este capitule, el color se
puede definir comao la percepcidn o la respuesta subjetiva de
un observador al estimule objetivo de energia radiante en el
espectro visible que se extiende en el intervalo de longi-
tudes de onda de 400 nm a 700 nm. El color percibido es
una funcién de tres variables: las propiedades espectrales del
objelo, tanto absorbentes como reflectantes; las propiedades
espectrales de la fuente de iluminacién; v las caracteristicas
visuales del observador,

Se dice que dos objetos poseen colores iguales para una
fuente especifica de iluminacién cuando un observador no
puede detectar una diferencia de color. Cuando un par de
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objetos presenta colores iguales, con una fuente de ilumina-
cidn y no con otra, constituyen un par metaménco. El color
de dos objetas es igual para todas las fuentes de iluminacion
si los espectros de absorcidn y de reflectancia de los dos
objetos son idénticos,

él acromatismo o falta de color es un extremo de cual-
quier escala de color para la transmisién de luz. Esto implica
la ausencia completa de color v, en consecuencia, el espec-
tro visible del objeto carece de absorbancias, A efectos prac-
ticos, el observador en este caso percibe poca o ninguna
ahsorcion en el espectro visible,

Atributos del Color—Como la sensacion de color tiene
un componente subjetivo v otro abjetivo, el color no puede
describirse exclusivamente en términos espectrofotometri-
cos. Por lo tante, los atributes comunes del color no pueden
corresponder uno a uno con la terminologia espectral,

Por lo general se utilizan tres atributos para identificar un
color. (1) el matiz, o la cualidad segin la cual una familia de
colores se distingue de otra, como por ejemplo rojo, amari-
ley, azul, verde y términos intermedios; (2) e?valor, ola
cualidad que distinlgue un color claro de uno oscuro; v (3)
la cromaticidad, o la cualidad que distingue un color fuerte
de uno débil, o el grado en el cual un color difiere de un
gris del mismo valor.

Los tres atributos del color se pueden utilizar para definir
un espacio de color tridimensional, en el cual se ubica cual-
guier color por sus coordenadas, El espacio de color elegido
es visualmente uniforme si la distancia geométrica entre dos
colores en el espacio de color es directamente una medida
de la distancia del color entre ellos. A menudo se eligen
coordenadas cilindricas por conveniencia, Los puntos a lo
largo del eje longitudinal representan valores del oscuro al
claro o del negro al blanco ¥ poseen un matiz indetermi-
nado y ninguna cromaticidad, Centrandose en una seccién
transversal Ferpendicular al eje del valor, el matiz se deter-
mina por el angulo con respecto al eje longitudinal y la
cromaticidad se determina por la distancia desde el eje lon-
giludinal. Los matices rojos, amarillos, verdes, azules, mora-

os e intermedios estan dados por diferentes angulos. Los
calores a lo largo de un radio de una seccidn transversal
tienen el mismo matiz, que se convierte en un matiz mas
intenso a medida que se aleja. Por ejemplo, el agua incolora
o acromaltica liene un matiz intermedio, valor alto y nin-
guna cromaticidad. 5i se agrega un soluto de color, el agua
adopta un matiz especifico. A medida que se agrega mis
soluto, el color se torna mas oscuro, mas intensg, o Mas
profundo; es decir, ?enelalmente la cromaticidad aumenta ¥
el valor disminuye. Sin embargo si el soluto es de color neu-
tro, es decir, gris, el valor disrninuye, no se observa un au-
mento en la cromaticidad y el matiz permanece
indeterminado.

Las mediciones espectroscopicas de laboratorio pueden
convertirse en mediciones de los tres atributos de color. Los
resultados espectroscopicos para tres luces o estimulos elegi-
dos se ponderan mediante tres funciones de distribucidn
para producir los valores tricromaticos, X, ¥, £ (ver Cofor—
Medicion Instrumental {1061%). Las funciones de distribucion
se determinaron en experimentos de comparacion de color
con sujetos humanos.

Los valores tricromdticos no son coordenadas en un espa-
cie de color visualmente uniforme; sin embarge, se han pro-
puesto varias transformaciones que son cercanas a la unifor-
midad, una de las cuales se describe en el capitulo citado
{1061} Color—Medician Instrumental. El valor es a menudo
una funcion solamente del valor de ¥, La obtencidn de uni-
formidad en el subespacio de matiz ¥ cromatismo ha sido
menos satisfactoria, En un sentido practice, esto significa
que en una comparacion visual de colores, cuando dos ob-
jetos difieren significativamente en matiz, resulta dificil deci-
dir cusdl tiene mayor cromaticidad, Esto sefala la importan-
cia de elegir un estandar de comparacian lo mas parecido
posibile al color de la muestra, especialmenta para los atribu-
tos de matiz y cromaticidad,
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cional que se vaya a incluir en los resultados, por ejemplo,
cromatogramas y espectros de muestra, junto con cualguier
informacion adicional en caso de desviaciones. El protacolo
también debe explicar la forma en que habra de tratarse
cualquier desviacion de los criterios de aceptacidn, Todos los
cambios realizados al protocolo de transferencia como con-
secuencia de una falla en los criterios de aceptacion deberdn
ser aprobados antes de recolectar datos adicionales.

PROCEDIMIENTO ANALITICO

El procedimiento debe presentarse por escrito de manera
detallada y con instrucciones explicitas, de modo que un
analista capacitade pueda llevarlo a cabo sin dificultad. Las
reuniones previas a la transferencia entre la unidad que
transfiere v la unidad receptora son Utiles para aclarar cual-
quier cuestion y contestar preguntas relacionadas con el
proceso de transferencia. Cuando se cuente con datos de
validacion completa o parcial, estos deberdn estar disponi-
bles para la unidad receptora, junto con todos los detalles
técnicos requeridos para llevar a cabo la prueba en cuestion.
En algunos casos, la presencia en las instalaciones de las
personas implicadas en el desarrollo o validacidn iniciales
durante la transferencia puede ser de utilidad, Para el case
de cromatografia liquida o de gases, se debe expresar clara-
mente &l nimero de muestras repeticdas v las secuencias de
inyeccidn, mientras que, para la prueba de disolucién, se
debe estipular el nimero de unidades de dosificacion
individuales.

INFORME DE TRANSFERENCIA

Una ver que la transferencia se ha completado exitosa-
mente, la unidad receptora debe preparar un informe de
transferencia, que describa los resultados obtenidos con res-
pecto a los criterios de aceptacidn, junto con las conclusio-
nes que confirmen que la unidad receptora estd ahora califi-
cada para llevar a cabo el procedimiento. Asimismo, todas
las desviaciones deben estar minuciosamente documentadas
v justificadas, Se considera que la transferencia ha sido exi-
tosa cuando se cumplen los criterios de aceptacion v la uni-
dad receptora estd calificada para llevar a cabo el procedi-
miento. De lo contrario, la transferencia del procedimiento
no ie considerard completa hasta que se hayvan adoptado
las acciones correctivas y efectivas para cur:dpﬁr con los cri-
terios de aceptacion. Una investigacidn puede ofrecer pautas
sobre la naturaleza y el grade de las acciones correctivas, las
cuales pueden variar desde capacitacidn adl’cinnaléf aclara-
ciones, hasta enfoques mas complejos, dependiendo del
procedimiento en particular.

(1225) VALIDACION DE
PROCEDIMIENTOS
FARMACOPEICOS

Los procedimientos de prueba para la evaluacion de los
niveles de calidad de los articulos farmacéuticos estan suje-
tos a diversos requisitos, Seqin el Articulo 501 de fa Ley
Federal de Alimentos, Medicamentos y Cosméticos, los ensa-
yos y especificaciones de las monografias de la Farmacopea
de los Estados Unidos v el Formulario Macional constituyen
nofmas legales. Los reglamentos sobre Buenas Practicas de
Fabricacidn Vigentes [271 CFR 211.194(a)] requieren que los
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métodos de prueba, que se ulilizan para evaluar el cumpli-
miento de los articulos farmacéuticos con las especificacio-
nes establecidas, deben cumplir normas adecuadas de exac-
titud y confiabilidad. Sin embargo, segin estas
reglamentaciones [21 CFR 211.194(a)(2)] no se exige que
los usuarios de los métodes analiticos descritos en USP-NF
validen la exactitud y confiabilidad de estos métodas, sing
gue solamente comprueben su aptitud bajo las condiciones
concretas de wso. Al reconocer el caracter legal de las nor-
mas USP y MNF, es esencial, por lo tanto, que las propuestas
para adoptar procedimientos analiticos farmacopeicos nue-
wos o revisados, eslén respaldadas por suficientes datos de
laboratorio que documenten su validez.

El texto de este capitulo informative ha side armonizado,
en la medida de lo posible, con los documentos Validocian
de Procedimientos Analiticas v el texto suplementario Melodo-
lagin, ambos de la Conferencio Internacional Tripartita sabre
Armonizacidn {ICH, por sus siglas en inglés), que tratan so-
bre procedimientos analiticos incluidos como parte de las
solicitudes de registro presentadas en la UE, Japdn y EELULL

PRESENTACION A LOS COMPENDIOS

Las presentaciones de procedimientos analiticos, nuevos o
revisados, a los compendios de la USP deben contener infor-
macion suficiente como para permitic que los miembros del
Consejo de Expertos de la USP y sus Comités de Expertos
evalien los mentos relativos de los procedimientos propues-
tos. En la mayor parte de los casos, se evalla si la descrip-
cidn del procedimiento analitico es entendible ¥ completa,
se determina la necesidad de los procedimientos, v se
evalia la documentacidn gue sustenta que los métodas han
sido validados adecuadamente. La informacion puede variar
dependiendo del tipo de método de que se trate. Sin em-
barge, en la mayor parte de los casos, la documentacion
presentada constard de las siguientes secciones.

Justificacion—Esta seccién debe identificar la necesidad
del procedimignto y describir la capacidad del procedi-
miento especifico propuesto y por qué se lo prefiere sobre
otros tipos de determinaciones. Para procedimientos revisa-
dos, debe proporcionarse una comparacion de las limitacio-
nes del procedimiento farmacopeico actual v las ventajas
ofrecidas por el procedimiento propuesto.

Procedimiento Analitico Propuesto—Esta seccidn debe
incluir una descripcion completa del procedimiento analitico
lo suficientemente detallada como para permitic que exper-
tos en la técnica puedan repetirlo. La resefia debe incluir
tados los pardmetros operativos importantes e instrucciones
especificas, tales como la prgparacién de reactivos, realiza-
cian de pruebas de aptitud del sistemna, descripcion de blan-
cos utilizados, precauciones y formulas explicitas para el cal-
culo de los resultados de las pruebas.

Datos—Esta seccion debe proporcionar una documenta-
cidn minuciosa y completa de la validacion del procedi-
riente analitico. Debe incluir resdmenes de los datos y cal-
culos experimentales que fundamenten cada una de las
caracteristicas de desempefio analitico aplicables. Estas ca-
racteristicas se describen en la siguiente seccion,

VALIDACION

La validacion de un procedimiento analitico es el proceso
gue establece, mediante estudios en laboratorio, que las ca-
racteristicas de desempefio del procedimiento cumplen los
requisitos para las aplicaciones analiticas previsias, Las carac-
teristicas de desempefio analitico habituales gue deben
considerarse en la validacion de los tipos de procedimientos
descritos en este documento se indican en la Tablo 1, Dado

ue las opiniones pueden diferir respecto a la terminelogia y
al uso, cada una de las caracteristicas de desempefio se de-
fine en la siguiente seccidn de este capitulo, junto con un
eshozo de un método o métados tipicos mediante los cua-
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les puede medirse. Las definiciones hacen referencia a “re-
sultados de las pruebas”, La descripcién del procedimiento
analitico deberia definir cudles son los resultados de las
pruebas para el procedimiento. De acuerdo con 150 5725-1
¥ 3534-1, un resultado de una prueba es "el valor de una
caracteristica que se obtiene al llevar a cabo un métado de
prueba especifico, El métedo de prueba deberia especificar
que debe realizarse una o varias mediciones individuales, y
que su promedio, u otra funcion apropiada (tal como la
mediana o la desviacion estandar), debe informarse como el
resultade de la prusba, Asimismo, puede requerir que se
apliquen correcciones estandar tales como correccion de los
volimenes de gas a temperatura y presion estandar. Por
consiguiente, un resultado de una prueba puede ser un re-
sultade caleulado a partir de diversos valores observades. En
el caso mas sirnE]e, el resultado de una prueba es en si el
valor observado®. Aunque no necesariamente, un resultado
de una prueba también puede ser el valor final informakile
que se compararia con |os criterios de aceptacion de una
especificacion. La validacion de métodas de propiedades fisi-
cas puede implicar la evaluacion de modelos quimiométri-
cos. Mo obstante, las caracteristicas analiticas tipicas usadas
en la validacidn de métodos se pueden aplicar a los méto-
dos derivados del use de modelos quimiométricos.

Tabla 1. Caracteristicas Analiticas Tipicas Utilizadas para la
Validacion de Métodos

Exactitud
___ Precisifin
Especificidad
Limite de Dreteccidn
___Limite de Cuantificacian
Linealidad
Intervalo

— . Pobuster .

Los efectos de las condiciones de procesamiento y el po-
tencial de segregacion de materiales deben considerarse du-
rante la obtencidn de una muestra representativa que se
usard en la validacién de procedimientos,

En el case de procedimientas farmacopeicos, puede resul-
tar necesaria una nueva validacion en las siguientes circuns-
tancias: una presentacion a la USP de un procedimiento
analitico revisado o utilizacién de un procedimiento general
establecide con un nueve producte o materia prima (ver
mads adelante en Datos Requeridos pora la Volidacidn).

Los docurmentos de |CH aconsejan sobre la necesidad de
realizar una nueva validacién en las siguientes circunstancias:
cambios en la sintesis del farmaco, cambios en la composi-
cign del producto farmacéutico y cambios en el procedi-
miento analitico,

El Capitulo {1225} tiene come propdsito propercionar in-
formacién apropiada para validar una amplia variedad de

rocedimientos analiticos. La validacion de procedimientos
armacopeicos puede involucrar algunas o todas las caracte-
risticas analiticas tipicas sugeridas que se usan en la valida-
cién de métodos, segin se especifican en la Tabla T v se
categarizan por tipo de método analitico en la Tabley 2. Para
algunos procedimientos farmacopeicos los principios funda-
mentales de validacién se pueden extender mas alld de las
caracteristicas sugeridas en el Capitulo {1225, Para estos
procedimientos, se remite al usuario al capitulo farmaco-
peico individual para aquellas caracteristicas especilicas de
validacién analitica, asi como cualquier requisite de valida-
cign especifica.
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Caracteristicas de Desempeifio Analitico

EXACTITUD

Definicidn—La exactitud de un procedimiento analitico
es la proximidad entre los resultados de IaJnrueba obtenidos
mediante ese precedimiento v el valor verdadero. La exacti-
tud de un procedimiento analitico debe establecerse en
todo su intervalo, [Nota sobire term'rrmlr:gia: La definicion de
exactitud en {1225} y ICH Q2 corresponde Unicamente a
insesgadez, Para el Vocabulario Internacional de Metrologia
(VM) y en los documentos de la Organizacidn Internacional
de Mormalizacién (150, "exactitud” tiene un significadeo dis-
tinto. Para IS0, exactitud combina los conceptos de insesga-
dez (nombrada mediante el término “veracidad”) y preci-
sion].

Determinacion—En la valoracidn de un farmaco, la exac-
titud puede determinarse mediante la aplicacién del proce-
dimiento analitico con respecto a un analito de pureza co-
nocida (p.gj., un Estandar de Referencia), o comparando los
resultados del procedimiento con los de un sequndo proce-
dimiento bien caracterizado, cuya exactitud se haya com-
probado o definido.

En la valoracion de un farmaco en un producto formu-
lace, la exactitud puede determinarse mediante |a aplica-
cidn del procedimiento analitico a mezclas sintéticas de los
componentes del producto farmacéutico al que se hayan
afiadido cantidades conocidas de analite dentro del inter-
valo del procedimiento, $i no resulta posible obtener mues-
tras de todes los compenentes del preducto farmacéutics,
se puede aceptar tanto el agregado de cantidades conocidas
del analito al producto farmaceéutico {“spike”) como la com-
paracién de los resultados con los de un segundo procedi-
miento bien caracterizado, cuya exactitud haya side com-
probada o definida,

En el andlisis cuantitativo de impurezas, la exactitud debe
evaluarse en muestras (del farmaco o del producto farma-
céutico) a las que se hayan agregado cantidades conocidas
de impurezas. Cuando no sea posible obtener muestras de
algunas impurezas o productos de degradacidn, los resulta-
das deben compararse con los obtenidos mediante un pro-
cedimiento independiente. En ausencia de otra informacion,
puede resultar necesario calcular la cantidad de una impu-
reza basdndose en la comparacidn de su respuesta con la
del fairmaco, pero el cociente entre las respuestas de canti-
dacles iguales de la impureza y del farmaco (factor de res-
puesta relativa) debe ser utilizado siempre que se lo
Conozca.

La exactitud se calcula come el porcentaje de recupera-
cién de la cantidad wvalorada con respecto a la cantidad co-
nocida de analito afadida a la muestra, o como la diferencia
entre la media de la valoracion y el valor verdadero acep-
tado, considerando los intervalos de confianza.

Los documentos de ICH recomiendan que se evalde la
exactitud utilizando un minime de nueve determinaciones
sobre un minimo de tres niveles de concentracion, cu-
briendo el intervalo especificado (es decir, tres concentracio-
nes y tres determinaciones repetidas de cada
concentracion),

La evaluacion de la exactitud puede efectuarse de wvarias
maneras, incluyends la evaluacion de la recuperacion del
analito {porcentaje de recuperacion) en todo el intervalo de
la valoracion, o evaluando la linealidad de la relacién entre
las concentraciones estimadas y las reales. El criterio estadis-
tico de preferencia es que el intervalo de confianza para la
pendiente esté comprendido dentro de un intervalo alrede-
dor de 1,0; o alternativarente, que el valor de la pendiente
sea cercana a 1,0, En ambos casos, el intervalo o la defini-
cidn de cercania deberian especificarse en el protocolo de
validacién. El criterio de aceptacion dependerd de la valora-
cign, de su variabilidad, y del producto. No es aceptable
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establecer un criterio de aceptacidn basado en la falta de
significancia estadistica para la hipdlesis nula de gue la pen-
diente es 1,0,

La exactitud de los métodos de propiedades fisicas se
puede evaluar a través del analisis de materiales de referen-
cia estandar o, alternativamente, se puede considerar la ap-
titud de las metodologias mencionadas anteriormente para
cada caso en particular.

PRECISION

Definicion—La precision de un procedimiento analitico
es el grado de concordancia entre los resultados de las prue-
bas individuales cuando se aplica el procedimiento repetida-
mente a midltiples muestreos de una muestra homogenea,
La precisidn de un procedimiento analitico habitualmente se
expresa como la desviacidn estandar o la desviacion estan-
dar relativa (coeficiente de variacion) de una serie de medi-
ciones. La precision puede ser una medida del grado de
reproducibilidad o de repetibilidad del procedimiento anali-
tico en condiciones normales de operacitn. En este con-
texto, la reproducibilidad se refiere al use del procedimiento
analitico en diferentes laboratorios, como por ejemplo en un
estudio en colaboracion, La precisidn intermedia {también
conocida come tolerancia o fortaleza) expresa la variacion
dentro de un laboratorio, por ejemplo en diferentes dias,
con diferentes analistas o con equipos diferentes dentro del
mismao laboratorio. La repetibilidad se refiere a la utilizacion
del procedimiento analitico en un laboratorio durante un
periodo corto por el mismo analista con el mismo equipo.

Determinacién—La precisién de un procedimiento anali-
fico se determina mediante el andlisis de un ndmero sufi-
ciente de alicuotas de una muestra homogénea que permita
caleular estadisticamente estimaciones validas deqla esvia-
cidn estandar o de |a desviacion estandar relativa (coefi-
ciente de variacion), Los andlisis en este contexto son andli-
sis independientes de muestras que se han llevado a cabo
rmediante e procedimiento analitice completo, desde la pre-
ggra-.‘,ién de las muestras hasta €l resultado final de las prue-

5.

Los documentos de ICH recomiendan que se evalde la
repetibilidad utilizando un minimo de nueve determinacio-
nes que cubran el intervalo especificado para el procedi-
miento {25 decir, tres concentraciones y tres determinacio-
nes repetidas de cada concentracion) o usando un minimo
de seis determinaciones al 100% de la concentracion de
prueba.

ESPECIFICIDAD

Definicién—Los documentos de ICH definen especifici-
dad como la capacidad de evaluar de manera inequivoca el
analite en presencia de aguellos componentes cuya presen-
cia resulta previsible, tales como impurezas, productos de
degradacion y compeonentes de la matriz. La falta de especi-
ficidad de un procedimiento analitico individual puede com-
pensarse usando otros procedimientas analiticos comple-
mentarios, [NoTa—Otras autoridades internacionales de
reconocido prestigio (IUPAC, ADAC-I) han preferido el tér-
ming "selen:tividag,” reservando “especificidad™ para proce-
dimientos que resulten completamente selectives.] Para las
pruebas que se indican a continuacian, la definicidn anterior
tiene las siguientes implicancias:

Pruebaos de identificacidn:  garantizan la identidad del
analito,

Pruehas de Pureza:  garantizan que todos los procedi-
mientos analiticos efectuados permiten declarar con exacti-
tud el contenido de impurezas de un analito {por ejemplo,
prueba de sustancias relacionadas, limite de metales pesa-
dos, impurezas orgdnicas volatiles).
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Voloraciones:  proporcionan un resultado exacto, que
permite una declaracion exacta del contenido o potencia
del analito en una rmuestra.

Determinacion—En andlisis cualitativos (pruebas de iden-
tificacidn), debe demostrarse |a capacidad de distinguir
compuestos de estructura estrechamente relacionada cuya
presencia resulta probable. Esta capacidad deberia confir-
marse mediante la obtencidn de resultados positivos a partir
de muestras que contengan el analito (guizas mediante
comparacion con un material de referencia conocido), junto
con resultados negativos de muestras que no contengan
dicho analite, y mediante la confirmacidn de que no se ob-
tiene una respuesta positiva de materiales con estructura si-
milar o estrechamente relacionada a la del analito.

En un procedimiento analitice para impurezas, la especifi-
cidad puede establecerse mediante la adicidn al firmaco o
producto farmacéutico de una cantidad conocida de impu-
rezas en concentraciones adecuadas, v la demostracidn de
gue estas impurezas se determinan con exactitud v precision
adecuadas.

En una valoracian, la demostracion de especificidad re-
quiere evidencia de que el procedimiento no resulta afec-
tado por la presencia de impurezas o excipientes, En la
practica, esloépuede hacerse agregando al farmace o pro-
ducto farmacéutico una cantidad conocida de excipientes o
de impurezas en concentraciones adecuadas, v demostrando
que el resultado del andlisis no resulta afectado por la pre-
sencia de estos materiales extrafios.

Si no se dispone de estdndares de impureza o de los pro-
ductos de degradacién, puede demostrarse la especificidad
comparande Tos resultados de las pruebas de muestras que
contengan impurezas o productos de degradacidn con los
de un segundo procedimiento bien caracterizado (p.ej., un

rocedimiento farmacopeico u otro procedimento validado).

stas comparaciones deberian incluir muestras sometidas a
condiciones forzadas relevantes (P.r_'j., luz, calor, humedad,
hidralisis acida/alcalina y oxidacion). En una valoracion, de-
ben compararse los resultados; en pruebas de impureza cro-
matografica, deben compararse los perfiles de impurezas,

Los documnentos de ICH afirman que cuando se utilizan
procedimientos cromatograficos, deberan presentarse cro-
matogramas representativos para demostrar el grado de se-
lectividad ¥ los picos deberan identificarse adecuadamente.
Las pruebas de pureza de picos (p.ej., utilizando arreglo de
dicdos o espectrometria de masas) pueden resultar Otiles
para demostrar que el pico cromatografice del analito no
puede atribuirse a mas que un selo compenente.

Para la validacion de especificidad de determinaciones
cualitativas y cuantitativas mediante métodos espectroscopi-
cos, se deben consultar los capitulos relacionados con temas
como espectrofotometria en el infrarrojo cercano, espectros-
copia raman y difraccién de rayos X sobre polve.

LIMITE DE DETECCION

Definicign—El limite de deteccién es una caracteristica
de las pruebas de limite. Es la cantidad minima de analito
gue puede delectarse en una Muestra, AUNGUE No Necesaria-
mente cuantificarse, en las condiciones experimentales indi-
cadas. Las pruebas de limite simplemente compruehan th,Ie
la cantidad de analite se encuentra por encima o por debajo
de un nivel determinado. El limite de deteccion se expresa
habitualmente come concentracion de analito (p.ej., por-
centaje, partes por billén) en la muestra.

Determinacion—Para procedimientos no instrumentales,
el limite de deteccidn se determina generalmente mediante
el andlisis de muestras con concentraciones conocidas de
analito, estahleciendo el nivel minimo del analito que puede
detectarse confiablements,

Para procedimientos instrumentales, se puede utilizar el
mismo enfoque que para procedimientos no instrumentales.
En el caso de procedimientos presentados para su considera-
cion como procedimientos farmacopeicos oficiales, casi
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nunca es necesario determinar el limite de deteccidn real,
Mis bien, debe demostrarse que el limite de deteccidn es lo
suficientemente bajo mediante el andlisis de muestras con
concentraciones conocidas de analito superiores e inferiores
al nivel de deteccion requeride. Por ejemplo, si se reguiere
detectar una impureza con una concentracion del 0,1%, de-
beria demostrarse gue ¢ procedimiento detectard de modo
confiable la impureza a esa concentracion.

En el caso de procedimientos analiticos instrumentales
que presentan ruido de fonde, los documentos de ICH des-
cribben un enfoque usual, que consiste en comparar |as sefa-
les medidas a partir de muestras con bajas concentraciones
conocidas de analito con las de muestras blanco. Se esta-
blece la concentracidn minima a la que puede detectarse
confiablemente un analito. Las relaciones sefial-ruide habi-
tualmente aceptables son de 2:1 6 3:1. Otras enfoques de-
penden de la determinacion de la pendiente de la curva de
cahbracion y la desviacidn estandar de las respuestas. Ince-
pendientemente del método utilizado, el limite de deteccion
deberia validarse posteriormente mediante el analisis de un
numero adecuado de muestras preparadas al limite de de-
teccion o que se sabe que estdn cerca de dicho limite.

LIMITE DE CUANTIFICACION

Definicion—El limite de cuantificacion es una caracleris-
tica de las valoraciones cuantitativas de compuestos que se
encuentran en baja concentracidn en la matriz de una
muestra, tales como: impurezas en farmacos a granel y pro-
ductos de degradacidn en productos farmacéuticos termina-
dos. Es la minima cantidad de analito en una muestra que
se puede determinar con precision y exactitud aceptables en
las condiciones experimentales indicadas. El limite de cuanti-
ficacién se expresa habitualmente como concentracion de
analito {p.gj., porcentaje, partes por billdn) en la muestra.

Determinacion—Fara procedimientos no instrumentales,
el limite de cuantificacion se determina habitualmente me-
diante el andlisis de muestras con concentraciones conocidas
de analito, estableciendo el nivel minimo del analite que se
puede determinar con exactitud y Frecisic‘:-n aceptables.

Para procedimientos instrumentales, se puede utilizar el
mismo enfogue que para procedimientos no instrumentales.
En el caso de procedimientos presentados para su considera-
cion come procedimientos farmacopeicos oficiales, casi
nunca resulta necesario determinar el limite de cuantifica-
cién real. Mas bien, debe demaostrarse que el limite de
cuantificacidn es lo suficienternente bajo mediante el andlisis
de muestras con cencentraciones conocidas de analito supe-
riores ¢ inferiores al nivel de cuantificacidon. Por ejern Iy, si
s requiere analizar un analito a una concentracion de
0,1 mg por tableta, deberia demaostrarse que el procedi-
miento cuantificara de modo confiable el analito a esa
cencentracion.

En el caso de procedimientos analiticos instrumentales
gue presentan ruido de fonde, los documentos de ICH des-
criben un enfoque comidn, gque consiste en comparar las
sefiales medidas a partir de muestras con bajas concentra-
ciones conocidas de analito con las de muestras blanco. Se
establece la concentracidn minima a la que puede cuantifi-
carse confiablemente un analito, Una relacion sefial-ruido
habitualmente aceptable es de 10:1. Otros enfoques depen-
den de la determinacién de la pendiente de la curva de
calibracion y la desviacién estandar de las respuestas. Inde-
pendientemente del enfoque utilizada, el limite de cuantifi-
cacion deberia validarse posteriormente mediante el andlisis
de un ndmero adecuado de muestras que se sepa que estan
cerca del limite de cuantificacidn o fueron preparadas al |i-
mite de cuantificacidn.
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LIMEALIDAD E INTERVALO

Definicién de Linealidad—La linealidad de un procedi-
miento analitico es su capacidad para obtener resultados de
prueba gue sean proporcionales ya sea directamente, o por
medio de una transformacion matematica hien definida, a la
concentracion de analite en muestras dentro de un intervalo
dado. En esta seccidn, la “linealidad” se refiere a la lineali-
dad de la relacidn entre la concentracién y la medida de
valoracién. En algunos casos, para lograr [a linealidad,
puede ser necesario transformar la concentracidn y/o la me-
dida. (Motar que los factores de correccion usados en el
andlisis de regresién pueden cambiar cuando se aplica la
transformacion.) Las transformaciones posibles pueden in-
cluir el logaritmo, la raiz cuadrada, o el reciproce, aunque
otras transformaciones son aceptables, Si no se puede lograr
la linealidad, se puede utilizar un modelo no lineal. El obje-
tivo es obtener un modelo que describa con precisidn la
relacidén de concentracién en funcidn de la respuesta, ya sea
lineal o no lineal.

Definicién de Intervalo—El intervala de un procedi-
miento analitico es la amplitud entre las concentraciones in-
ferior ¥ superior del analito (incluyendo estos niveles) en la
cual se puede determinar al analito con un nivel adecuado
de precision, exactitud vy linealidad utilizando el procedi-
miento segin se describe por escrito. El intervalo se expresa
normalmente en las mismas unidades que los resultados de
la prueba (p.ej., porcentaje, partes por milldn) obtenidos
rmediante &l procedimiento analitico.

Determinacién de Linealidad e Intervalo—La linealidad
debe establecerse en el intervalo completo del procedi-
miento analitico. Deberia establecerse inicialmente mediante
examen visual de un grdfico de sefiales en funcion de la
concentracion de analito del contenido, 3 parece existir una
relacian lineal, los resultados de la prucha deberian estable-
cerse mediante métodos estadisticos adecuados (p.gj., me-
diante el calculo de una linea de regresion por el método de
los cuadrados minimos). Los datos obtenidos a partir de la
linea de regresién pueden ser dtiles para Fropnn:'lunar esti-
maciones matematicas del grade de linealidad. Se deberian
presentar el coeficiente de correlacicn, la interseccién con el
eje de ordenadas, la pendiente de la linea de regresién y la
suma de los cuadrados residuales.

El intervale del procedimiento se valida verificando gue el
Frocedimient{: analitico properciona precision, exactitud y
inealidad aceptables cuando se aplica a muestras que con-
tienen el analito en los extremos del intervalo, al igual que
dentro del intervalo.

La ICH recomienda que, para establecer la linealidad, se
utilicen normalments un minime de cinco concentraciones.
También recormienda que se consideren los intervalos espe-
cificados minimes que se indican a continuacion:

Valoracidn de un Farmaco o de un producte terminado):
de 80% a 120% de la concentracidn de prueba.

Determinacion de una Impureza: de 50% a 120% del
criterio de aceptacion.

Para Uniformidad del Contenido: un minimo de 70% a
130% de la concentracidn de prueba, a no ser que se justifi-
que un intervalo mas amplio o mas apropiade, basandose
en la naturaleza de la forma farmacéutica {p.ej., inhaladores
de dosis fija).

Para Pruebas de Disolucion:  +20% por encima del inter-
valo especificado (p.gj., si los criterios de aceptacion de un

roducto de liberacidn controlada cubren una regidn de

0%, después de 1 hora, y hasta 90%, después de 24 ho-
ras, €l intervalo validado seria de 10% a 110% de la canti-
dad declarada).

La definicién tradicional de linealidad, es decir, el estable-
cimiento de una relacidn lineal o matemética entre la con-
centracion de la muestra v la respuesta, no es aplicable al
analisis del tamano de particula. Para el andlisis de tamano
de particula, se defing un intervalo de concentracion (que
depende del instrumento y el tamafio de particula) tal que
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la distribucion de tamafio de particula medida no se vea
afectada por cambios en la concentracion dentro del inter-
valo de concentracion definido. Las concentraciones por de-
bajo del intervalo de concentracidn definido pueden intro-
ducir un error debido a una pabre relacion sefal-ruido,
rnientras que las concentraciones que exceden el intervalo
de concentracion definido pueden introducir un error de-
bhido a dispersiones multiples.

ROBLUSTEZ

Definicidn—La robustez de un procedimiento analitico es
una medida de su capacidad Eara no ser afectado por varia-
ciones pequeﬁas, aungue deliberadas, en los parametros del
procedimiento indicados en la documentacidn, v provee
una indicacién de su aptitud durante condiciones normales
de uso, La robuster puede determinarse durante la etapa de
desarrollo del procedimiento analitico.

APTITUD DEL SISTEMA

Si las mediciones son susceplibles a variaciones en las
condiciones analiticas, éstas deben controlarse adecuada-
mente o debe incluirse una advertencia en el procedi-
miento. Una consecuencia de la evaluacidn de la tolerancia
y la robustez deberia ser que se establezca una serie de
parametros de aptitud del sistema para asegurar que la vali-
dez del procedimienta analitico se mantiene cada vez que
se usa, Varaciones tipicas son [a estabilidad de soluciones
analiticas, diferentes equipos y diferentes amalistas. En la cro-
matografia de liquidos, las variaciones habituales son el pH
de la fase mavil, la composicidn de la fase mavil, diferentes
lotes o proveedores de columnas, la temperatura v la veloci-
dad de flujo. En el caso de cromatografia de gases, son
variaciones tipicas los diferentes lotes o proveedores de co-
lurmnas, la temperatura v la velocidad de flujo.

Las pruebas de aptitud del sisterna se basan en el con-
cepto de que el equipo, el sistema electrdnico, las operacio-
nes analiticas v las muestras a analizar constituyen un sis-
terma integral que puede evaluarse comeo tal. Los pardmetros
de prueba de la aptitud del sistema que deben establecerse
para un procedimiento especifico dependen del tipo de pro-
cedimiento que se estd evaluando. Son especialmente im-
portantes en el caso de procedimientos cromatograficos. Las
presentaciones a la USP deberian tener en cuenta los requi-
sitos indicados en la seccién Aptitud del Sistema en el capi-
tule de pruebas generales Cromologrofia (621},

Datos Requeridos para la Validacion

Loz requisitos de las pruebas farmacopeicas varian desde
determinaciones analiticas muy rigurosas hasta evaluaciones
subjetivas de atributos. Considerando esta amplia variedad,
€3 logico que diferentes procedimientos de prueba requieran
diferentes esquemas de validacidn. Este capitule cubre sdlo
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las categorias de prueba mas habituales para las que se exi-
gen datos de validacion. Estas categorias se indican a
continuacisn.

Categoria |—Procedimientos analiticos para la cuantifica-
cidn de Tos componentes principales de farmacos a granel o
ingredientes activos (incluyendo conservantes) en productos
farmacéuticos terminados.

Categoria Il—Procedimientos analiticos para la determi-
nacion de impurezas en farmacos a granel o productos de
degradacidn en preductos farmacéuticos terminados. Estos

rocedimientos incluyen andlisis cuantitativos v prusbas de
imite.

Caty
pacidn de las caracteristicas de deserm pefio
liberacion de farmacos, etc.).

Categoria IV—Pruebas de identificacion.

Para cada categoria, se requiere diferente informacidn
analitica. En la Toblo 2 se indican los datos que normal-
mente se leguieren para cada una de estas categorias.

Los procedimientos generales ya establecidos {p.ej., deter-
minacidn volumeétrica de agua, endotoxinas bacterianas) de-
ben verificarse para establecer su aptitud para el uso, tal
coma su exactitud {y la ausencia de posibles interferencias)
cuando se utilizan para un producto nuevo o materia prima
nueva.

Al validar métodos de propiedades fisicas, se deben consi-
derar las mismas caracteristicas de desempeno requeridas
para cualquier procedimiento analitico. Asimismo, se de
evaluar el uso de |as caracteristicas de desempefio para cada
caso en particular, a fin de determinar que el procedimiento
es adecuado para el uso previsto. Los criterios de aceptacion
especificos para cada pardmetro de validacion deben ser
congruentes con el uso previsto para el metodo.

Los métodos fisicos también se pueden clasificar en las
cuatro categorias de validacidn. Por ejemplo, la validacidn
de un método espectroscopico cuantitativo puede implicar
la evaluacion de Caracteristicas de Desempefio Anolitico de
Cotegoria 1 o Categoria Il, dependiendo de los requisitos del
métedo. Las mediciones de propiedades fisicas cualitativas,
tales comao tamafio de particula, drea suFerflcial, densidad
aparente y densidad por asentamiento, las cuales pueden
tener un impacto sobre las caracteristicas de desempefio,
generalmente se ajustan mejor a la Calegorio . Las Caracle-
risticas de Desempefio Analitico de Categoria 1V por lo general
se aplican a la validacion de métodos espectroscdpicos de
identificacion cualitativa. Mo obstante, las diversas técnicas
se pueden usar para distintos propdsitos, y el uso especifico
del método y las caracteristicas del material en andlisis se
deben considerar al aplicar definitivamente una categoria a
un tipo de método en particular,

La validez de un gmcedfmi«enm analitico puede verificarse
stlo mediante estudios de laboratoric. Por o tanto, la docu-
mentacidn de la conclusidn exitosa de dichos estudios cons-
tituye un reguisim bidsico para determinar si un procedi-
miento es adecuade para sus aplicacionss previstas, Los
procedimientos farmacopeicos oficiales también estan suje-

oria lll—Procedimientos analiticos Fara_ la determi-
p.gj. disolucion,

Tabla 2. Datos Requeridos para la Valldacion

* Pueden requerirse, dependiendo de la naturaleza de Iz prueba especifica.

L Cateqorian |
Caracteristicas de Analisis Pruebas
Desempeiio Analitico Categoria | Cuantitativos de Limite Categoria Ml Categoria IV

Exactitud s 5 . [ S SN || B
| Precisitn Si S0 Mo Si Mo

Especificidad A1 ) A - )

Limite de Deteccitn o Me Ma i e Mo

Limite de Cuantificacion Mo S0 Mo - Ma

Linealidad 51 ] M - Mo

Intervaln S si : i __Ho




TABLA DE LA DISTRIBUCION t-Student

ANEXO XVIII

99,5%
0,0015

1 3.078 | 6.314 | 12.706 | 31.821 | 63.657
2 1.886 | 2.920 | 4303 | 6.965 | 9.925
3 1.638 | 2.353 | 3.182 | 4541 | s5.841
a 1.533 | 2.232 | 2.776 | 3.747 | 4604
5 1.476 | 2.015 | 2571 | 3.365 | 4.032
6 1.440 | 1943 | 2.447 | 3.143 | 3.707
7 1.415 | 1.895 | 2.365 | 2.998 | 3.499
8 1.397 | 1.860 | 2.306 | 2.896 | 3.355
9 1.383 | 1.833 | 2.262 | 2.821 | 3.250
10 1.372 | 1.812 | 2228 | 2.764 | 3.169
11 1.363 | 1.796 | 2.201 | 2.718 | 3.106
12 1.356 | 1.782 | 2.179 | 2.681 | 3.055
13 1.350 | 1.772 | 2160 | 2.650 | 3.012
14 1.345 | 1761 | 2.1a5 | 2.624 | 2.977
15 1.341 | 12753 | 2.131 | 2602 | 2.947
16 1.337 | 1.7a6 | 2120 | 2583 | 2.921
17 1.333 | 1.7a0 | 2.110 | 2.567 | 2.898
18 1.330 | 1.73a | 2101 | 2552 | 2.878
19 1.328 | 1.729 | 2.093 | 2539 | 2.861
20 1.325 | 1.725 | 2.086 | 2.528 | 2.8a5
21 1.323 | 1.722 | 2080 | 2518 | 2.831
22 1.321 | 1.727 | 2074 | 2508 | 2.819
23 1.319 | 1.72a | 2069 | 2.500 | 2.807
24 1.318 | 1.722 | 2064 | 2.492 | 2.797
25 1.316 | 1.708 | 2.060 | 2.485 | 2.787
26 1.315 | 1.706 | 2.056 | 2.479 | 2.779
27 1.314 | 12.703 | 2052 | 2473 | 2771
28 1.313 | 1.702 | 2.0a8 | 2.467 | 2.763
29 1.311 | 1.699 | 2.0a5 | 2.462 | 2.756
30 1.310 | 1.697 | 2.0a2 | 2.a57 | 2.750
40 1.303 | 1.68a4 | 2.021 | 2.423 | 2.704
60 1.296 | 1.6712 | 2,000 | 2.390 | 2.660
120 1.289 | 1.658 | 1980 | 2.358 | 2.617
oo 1.282 | 1.6a5 | 1960 | 2.326 | 2.576

Fuente:(Instituto de Salud Publica, 2010, p. 61 — 62)



Tabla de homogeneidad de varianzas de Cochran
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ANEXO XIX

145 1000

0.998
0.966

S oe = S U Es L b | =

0.906
0.841

0.780
0.727

0,679
0,638

10 {0.602

0.975
0.870
0.767
0.683
0.616
0.561
0515
0477
0.445

0.939
0.797
0.684
0.598
0.532
0.480
0437
0.402
0.373

0905 0.877 0.853 0.833 0.815 0.801 0.788
0.745 0.707 0.677 0.653 0.633 0.616 0.602

0628 0.589 0.559 0.536 0517 0.501
0.544 0.506 0478 0.456 0.438 0.424
0480 0.444 0418 0.398 0381 0.368
0430 0397 0372 0.353 0338 0352
0391 03500336 0.318 0.304 0.292
0.358 0.328 0.306 0.290 0.276 0.265
0331 0302 0.282 0.266 0.254 0.243

0488
0411

0336
0315

0282
0256
0.735

0.74
0.546
0.436
0.364
0313
0.275
0.246
0.222

0.203

0.660 03581 0.500
0474 0403 0333

0.372
0.306

0.261
0.227

0.202
0.182
0.165

0309 0.250
0251 0.200
0211 0.166
0.183 0.142
0.161 0.125
0.144 0.111
0.130 0.100

Fuente:

Recuperado

de:

revision-de-conocimientos.html,(5 de junio 2016).

http://profmejias.blogspot.com/2015/12/hablemos-de-
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ANEXO XX

TABLAF
F DISTRIBUCION (a=0,05)

nlﬁl.ﬂ.ﬂﬁll 199.49948(215.70668 224.58335 230.16037 233.98752 23676694 238.88424 240.54316 241.3!193|
n 18.51276 | 19.00003 | 19.16419 | 19.24673 | 19.29629 | 19.32949 | 19.35314 | 19.37087 | 19.38474 19.395&3|
n 10.12796 | 955208 | 9.27662 | 9.11717 | 9.01343 | B.94067 | 8.28673 | B.84523 | B.81232 | B.78549

770865 | 694428 | 659139 | 6.38823 | 6.25607 | 6.16313 | 6.09421 | 6.04103 | 595880 | 5.96435

n 6.60788 @ 578815 | 5.40945 . 5.19216 @ 5.05034 | 4.95029 | 487586 | 4.81833 . 477246 | 4.73506 |
n 598737 | 514325 | 475706 | 4.53369 | 4.38737 | 4.28386 | 4.20667 | 414681 | 4.08901 @ 4.059%6 |
n 559146 | 473742 | 434683 | 4.12031 | 3.97152 | 3.86598 | 3.78705 | 372572 | 367667 | 363653 |
n 531764 445897 | 406618 | 3.837R5 | 3.68750 | 358058 | 3.50046 | 3.43810 | 3.38812 | 3.34717 |
n 511736 | 4.25649 | 386254 | 3.63308 348166 | 3.37376 | 3.29274 | 3.22959 | 3.17890 | 313727 |
m 495459  4.10282 | 3.70827 | 3.47805 @ 332584 | 321718 | 313547 | 3.07166 | 302038 | 2978 |
484434 | 398231 | 3.58743 | 3.35669 | 3.20388 | 3.09461 | 3.01233 | 254798 | 2.B9622 | 2.83362 |
4.74722 188529 | 3.49030 | 325016  3.10587 | 299612 | 291335 | 284857 | 279638 2.?5339|
466719 | 3.80557 | 341053 | 3.17912 | 3.02543 | 291527 | 2.83210 | 2.766091 | 2.71436 | 2.67102 |
460011 | 373889 | 334389 | 311225 | 295825 | 284773 | 276420 | 269867 | 2.64579 | 260216
454307 | 368231 @ 3.26738 | 3.05557 | 2.90130 | 2.79046 | 2.70663 | 2.64080 | 258763 | 254371
449400 | 363372 | 3.23887 | 3.00692 | 2.85241 | 274131 | 2.65720 | 2.59109 | 253767 | 2.49351
4.45132 | 359154 @ 319677 | 2.96471 | 2.81000 | 2.69866 | 2.61430 @ 254796 | 245429 | 244992
441386 | 355456 @ 3.15991 | 2.92775 | 177285 | 166130 | 257672 | 151016 | 145628 | 241170
4.38075 | 352189 | 312735 | 289511 | 274006 | 262832 | 254354 | 247677 | 242270 | 237793
m 435125 | 349283  3.00835 | 2.86608 | 2.71080 | 2.59898 | 251401 & 244707 | 135282 | 134787
432479 | 346679 | 3.07247 | 2.84010 | 2.68478 | 257271 | 248758 | 2.42046 | 2.36605 | 2.32095
E 430094 | 344336  3.04912 | 2.81671 | 2.66127 | 2.54906 | 2.46377 | 139650 | 234193 | 229669
427934 | 342213 | 302800 | 2.79554 264 152766 | 244213 | 237481 | 232011 | 237472
m 4.25968 | 340283 | 300879 | 2.77629 | 262065 | 250819 | 242263 | 235508 | 2.30024 @ 225474
424170 | 338520 @ 299124 | 2.75871 | 2.60299 | 2.49041 | 2.40473 | 233706 | 228210 | 2.23648
422520 | 3.36901 | 2.97516 | 274260 | 2.58679 | 247411 | 2.38831 | 232053 | 2.26545 | 2.21972
421001 | 335413 | 296035 | 272777 | 257189 | 245911 | 237321 | 230531 | 2.25013 | 2.20430 |
E 419598 © 3.34039 | 294668 . 2.71407 © 255812 | 2.44526 | 235926 | 2291217 . 221598 | 2.19004 |
m 418297 | 332766 | 293403 | 2.70140 | 2.54538 | 2.43244 | 2.34634 | 227825 | 1.22388 | 217685 |
m 417089 | 331583 | 292228 . 268863 | 253355 | 242052 | 2.33435 | 2.26616 . 221070 | 216458 |

Grados de libertad del denominador

Fuente:(Instituto de Salud Publica, 2010, p. 61 — 62)



