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RESUMEN

A partir del afio 2009, el Reglamento Técnico Centroamericano para la fabricacion de
medicamentos, adoptara las pautas y recomendaciones dadas en el informe 32 (1992) de la
Organizacion Mundial Salud. Este informe incluye, en su anexo 5 la validacién de los métodos
analiticos. El Laboratorio de Control de Calidad de Laboratorios Andifar, no tiene disefiada una
metodologia para la validacién de los métodos analiticos; por lo que este trabajo persigue como
objetivo el establecer una metodologia para la validacion de los métodos analiticos, en
Laboratorios Andifar. Para esto, se realizé una investigacion documental de las guias de varias
organizaciones internacionales que orientan respecto a los temas de validacion de métodos
analiticos. Se estableci6 la normativa de validacion métodos analiticos de la ICH y se utiliz6 como
modelo la determinacion de Clotrimazol por Cromatografia Liquida de Alto Desempefio en Tri-Clor
Crema. Se evaluaron los parametros: exactitud, precision, especificidad, linealidad, rango, limite
de deteccidn, limite de cuantificacion y robustez; asi como la cuantificacion de la incertidumbre del
método. Los resultados de la validacion del método de analisis fueron satisfactorios para todos los
parametros evaluados. El intervalo de confianza encontrado fue de (9.95 + 0.44) mg / g con un

nivel de confianza de 95.45 %.
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1. Introduccioén

I. INTRODUCCION

La region centroamericana se encuentra en el proceso de implementacion del Informe 32 de la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) . Este informe, contiene recomendaciones y establece
pautas para la produccién de preparaciones farmacéuticas eficaces y seguras. A partir del afo

2009, el Reglamento Técnico Centroamericano (RTCA)

para la fabricacion de medicamentos,
adoptara las pautas y recomendaciones dadas en el informe 32 (1992) de la OMS. Este informe
incluye, en su anexo 5 P la validacién de los métodos analiticos empleados en el examen de los
materiales farmacéuticos, contenido que no estaba considerado en las pautas y recomendaciones

seguidas hasta entonces por la RTCA: Informe 25 (1975) 1.

En el anexo 5 del informe 32 ! explican en qué consiste la validacién y exponen los parametros
de validacién a evaluar en los métodos analiticos, también orientan sobre qué tipo de parametros
deben ser evaluados en dependencia del tipo de ensayo a realizar. Sin embargo en esta guia no
se define una pauta clara de los experimentos a realizar para la evaluacién de cada uno de los
parametros de validacién, ni proporcionan las herramientas estadisticas necesarias para el analisis

de dichos parametros.

Existen varias guias de organizaciones internacionales que establecen las pautas para la
evaluacién de los parametros de validacién de métodos analiticos. Entre ellas se encuentran: Guia
Q2 (R1) P! de la Conferencia Internacional para la Armonizacién de los Requerimientos Técnicos
para el Registro de Medicamentos de Uso Humano (ICH para sus siglas en inglés); Guia ISO 5725
[6.7.8.91011 4o |a Organizacién Internacional de Normalizacién, Guia de la EURACHEM " para la
Validacion de Métodos y las Instrucciones de la Farmacopea de los Estados Unidos ['*! (USP, para
sus siglas en inglés). Estas guias presentan definiciones similares para los diferentes parametros
de validacion pero difieren en la manera de evaluar los mismos y en el modo de realizar el
procesamiento estadistico de los resultados. Tampoco dan especificaciones exactas que indiquen

que un determinado método analitico cumple con un determinado parametro de validacion.

El Laboratorio de Control de Calidad de Laboratorios Andifar, no tiene disefiada una metodologia
para la validacion de los métodos analiticos, por lo que no existe una evidencia experimental ni
documentada que los procedimientos existentes para la valoracién del contenido de los principios

activos en las especialidades farmacéuticas producen en realidad el resultado previsto.

El encontrar estas evidencias permitira cumplir con las nuevas exigencias legales de las Buenas
Practicas de Laboratorio y de Manufactura adoptadas por la RTCA 2, permitiendo asi trabajar con
meétodos que ofrezcan confianza y seguridad en los resultados; lo cual minimizaria el numero de

fallos y repeticiones. Estas evidencias también proporcionaran bases soélidas para la realizacién de
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los estudios de estabilidad de las especialidades farmacéuticas y la determinacién de los
verdaderos tiempos de vida util de las mismas; ademas garantizaran que los métodos presenten
buen desempefio a bajas concentraciones de sustancia, lo cual ayudaria de manera integral a la
validacion de la limpieza de las maquinarias y herramientas implicadas en los procesos

productivos, evitando asi la contaminacion cruzada.




Il. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

e Establecer una metodologia para la validacién de los métodos analiticos de Laboratorios
Andifar.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Ensayar la metodologia de validacion propuesta utilizando el método de determinacién de
Clotrimazol en la Crema: Tri-Clor Crema 20 g ", mediante la técnica de Cromatografia Liquida
de Alto Desempefio (HPLC).

e Evaluar los parametros que caracterizan el desempefio del método analitico, tales como la
especificidad, exactitud, precision, linealidad y el rango, limite de deteccion, limite de

cuantificacion y robustez.




Ill. Investigacion Documental

lll. INVESTIGACION DOCUMENTAL

3.1. GENERALIDADES

Las Buenas Practicas de Manufactura (BPM) es un sistema para asegurar que los productos son
consistentemente producidos y controlados conforme a estandares de calidad a fin de eliminar los
riesgos involucrados en la produccion de medicamentos, este principio ha sido promovido por la
OMS y mediante el comité de expertos en especificaciones de preparaciones farmacéuticas ha
desarrollado y actualizado la normativa de BPM. Esta normativa, presentada como una serie de
documentos, representa las recomendaciones de un grupo internacional de expertos convocado
por la OMS para que examine diversos asuntos relativos a la garantia de la calidad de los

productos farmacéuticos y las especificaciones aplicables a sustancias y formas farmacéuticas.

Dentro de la normativa BPM se encuentran los informes de la OMS: Especificaciones para las
LY
continuaron evolucionando a lo largo de los afos con especificaciones mas rigurosas: 1977
(informe 26) "®] 1980 (informe 27) "), 1982 (informe 28) "® 1984 (informe 29) ¥ 1987 (informe
30) ¥ 1990 (informe 31) ", 1992 (informe 32) ", 1993 (informe 33) %, 1996 (informe 34) &,

1999 (informe 35) . Los mismos contienen recomendaciones sobre las practicas adecuadas de

Preparaciones Farmacéuticas. Estos informes se iniciaron en el afio 1975 (informe 25)

fabricacion de productos farmacéuticos, y pautas provisorias para la inspeccion de los fabricantes
de productos farmacéuticos y para la aplicacion del Sistema OMS de Certificacion de la Calidad de
los Productos Farmacéuticos Objeto de Comercio Internacional. Se examinan diversos temas
relacionados con el progreso de la Farmacopea Internacional, como también cuestiones
vinculadas a la estabilidad de las formas farmacéuticas, a las preparaciones extemporaneas, y a la
capacitacion de funcionarios encargados de la reglamentacion farmacéutica. Se incluyen asimismo
pautas para garantizar la calidad de los productos farmacéuticos fabricados por tecnologia
recombinante del ADN y acerca de la comprobacion de los procedimientos analiticos, como
también listas de Sustancias Quimicas Internacionales de Referencia y Espectros Infrarrojos

Internacionales de Referencia.

Desde el punto de vista regional, los procesos de globalizacion y libre mercado promovidos por la
Organizaciéon Mundial del Comercio (OMC) han favorecido la conformacion de iniciativas de libre
comercio entre paises; entre ellas tenemos: Sistema de la Integracién Centroamericana SICA &
(Belice, Guatemala, El Salvador, Honduras, Nicaragua, Costa Rica, Panama y Republica
Dominicana), CAN, Caribbean Community CARICOM #  Mercado Comin del Sur
MERCOSUR # North American Free Trade Agreement NAFTA ¥ y otros regionales como

Asociacion Latinoamericana de Integracion ALADI. Las BPM constituyen uno de los temas




Ill. Investigacion Documental

prioritarios de discusion en los subgrupos técnicos de estas asociaciones donde se han alcanzado
diverso grado de avance o de armonizacion. Por ejemplo CAN, SICA y MERCOSUR han incluido
discusiones sobre buenas practicas de manufactura siendo hasta la fecha el progreso variado. El
MERCOSUR posee las bases estructurales mas firmes de las zonas latinoamericanas y ha
logrado los mayores avances, en particular en los reglamentos de BPM. México, los paises del
Pacto Andino y los paises de MERCOSUR ya cumplen con las especificaciones para las
preparaciones farmacéuticas exigidas en el informe 32; sin embargo los paises de la region
centroamericana todavia se rigen por las especificaciones del informe 25 establecidas en el afio
1975.

En el afo 2009, el Reglamento Técnico Centroamericano 2 para la fabricacion de medicamentos,
adoptara las especificaciones para preparaciones farmacéuticas del informe 32 (1992) de la OMS
M Este informe incluye, en su anexo 5, la validacion de los métodos analiticos empleados en el
examen de los materiales farmacéuticos, lo cual no estaba considerado en la reglamentacion

hasta entonces vigente: informe 25 (1975) ['°.

3.2. VALIDACION

A continuacién se presenta un resumen de las guias de varias organizaciones internacionales que
orientan respecto a los temas de validacion de métodos analiticos. Se exponen definiciones,
clasificaciones y los parametros de validacién abordados por cada una de estas guias asi como la
manera de evaluar los mismos. Se pretende brindar una idea clara de las diferentes
aproximaciones que se pueden tener acerca de la validacion. En los casos donde no se aborde un

determinado tema en la guia en cuestidn, se le colocara la leyenda “No definida”.

3.2.1. DEFINICIONES

3.2.1.1. Informe 32 de la OMS. ™"

Validacién: No definida.

Objetivo de la validacion analitica: Asegurar que un procedimiento analitico seleccionado dara
resultados reproducibles y confiables que sean adecuados para el propdsito previsto. De ahi que

sea necesario definir debidamente tanto las condiciones en que el procedimiento ha de emplearse

como el objetivo previsto para el mismo.

3.2.1.2. Guia ISO 5725, ®7:8 %1011

Validacién: Confirmacion mediante el suministro de datos que respalden la veracidad de que se

han cumplido los requisitos para una utilizacion o aplicacion especifica prevista.




Ill. Investigacion Documental

Objetivo de la validacion analitica: No definida.
3.2.1.3. Guia Q2 (R1) ICH. ©
Validacion: No definida

Objetivo de la validacion analitica: Demostrar que método analitico es apropiado a los fines para

los cuales fue concebido.
3.2.1.4. Instrucciones de la USP. ¥

Validacion: Es el proceso que establece, mediante estudios en laboratorio, que las caracteristicas

de desempeiio del procedimiento cumplen los requisitos para las aplicaciones analiticas previstas.
Objetivo de la validacion analitica: No definida.
3.2.1.5. Guia de la EURACHEM. "

Validacion: Es el proceso de definir un requerimiento analitico y confirmar que el método bajo
consideracion tiene la capacidad de desempefiarse consistentemente de acuerdo a la aplicacion

requerida.

Esta implicito en el proceso de validacion de métodos que los estudios para determinar los
parametros de desempefio del método son llevados a cabo utilizando equipos que se encuentren

dentro de las especificaciones, trabajen correctamente y estén adecuadamente calibrados.

Asi mismo, el operador que realice el estudio de validacion debe ser competente en el campo de
trabajo y tener el suficiente conocimiento para tomar decisiones apropiadas de acuerdo a las

observaciones realizadas a medida que se realiza el estudio.

3.2.2. CLASIFICACION DE LOS METODOS ANALITICOS

3.2.2.1. Informe 32 de la OMS.

Clase A: Pruebas destinadas a establecer identidad, ya sea de sustancias farmacéuticas a granel
o de un ingrediente en particular en una forma farmacéutica acabada.

Clase B: Métodos destinados a detectar y cuantificar impurezas en una sustancia farmacéutica a
granel o en una forma farmacéutica acabada.

Clase C: Métodos empleados para determinar cuantitativamente la concentracion de una

sustancia farmacéutica a granel o de un ingrediente principal en una forma farmacéutica acabada.
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Clase D: Métodos empleados para evaluar las caracteristicas de las formas farmacéuticas

acabadas, tales como perfiles de disolucion y uniformidad de contenido.

Tabla 1. Parametros de validacion a evaluar en las diferentes categorias de métodos segun la
OMS.

CATEGORIA
PARAMETRO CLASE B
CLASE A CLASE C CLASE D
Prueba Prueba de
cuantitativa limite
Exactitud - X - X X
Precision - X - X X
Robustez X X X X X
Linealidad y Alcance - X - X X
Selectividad X X X X X
Limite de deteccion X - X - -
Limite de cuantificacion - X - - -

3.2.2.2. Guia ISO 5725 7:8.9.10.11]
No definida.
3.2.2.3. Guia Q2 (R1) ICH. ol

Ensayos de identificacion: Estan destinados a asegurar la identidad de un analito en una muestra.
Normalmente se realiza por comparacion de una propiedad de la muestra contra la del estandar

de referencia (p. ej. Espectro, comportamiento cromatografico, reactividad quimica, etc.)

Ensayos para impurezas: Pueden ser ensayos cuantitativos o ensayos de limite de una impureza
en una muestra. Ambos ensayos pretenden reflejar exactamente las caracteristicas de pureza de
la muestra. Se requieren caracteristicas de validacion diferentes para un ensayo cuantitativo y un

ensayo de limites de impurezas.

Procedimientos de ensayo: Estan destinados a medir la presencia del analito en una muestra
dada. Para los productos, se aplican similares caracteristicas de validacion tanto para el principio

activo como para cualquier otro componente seleccionado.

Tabla 2. Parametros de validacion a evaluar en las diferentes categorias de métodos segun la
ICH.
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Tipo de Procedimiento Analitico
Caracteristicas . Ensayo de Impurezas ) Ensayo
Identificacion . . -disolucién
Cuantificacion Limite -contenido / potencia
Exactitud - + - +
Precision
Repetibilidad ) + i} +
Precision Intermedia - +(1) - +(1)
Especificidad (2) + + + +
Limite de deteccién - - (3 + -
Limite de cuantificacion - + - -
Linealidad - + - +
Rango - + -

(1) En casos donde se lleve a cabo la reproducibilidad, no se necesita la precisién intermedia

(2) La de especificidad en un procedimiento analitico se puede compensar por otro

procedimiento analitico
(3) Puede requerirse en algunos casos
3.2.2.4. Instrucciones de la USP. "™

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

terminados.

Categoria Il: Los 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.

Categoria lll: Los procedimientos analiticos para la determinacién de las caracteristicas de

desempenio, por ejemplo la prueba de disolucién, liberacion del farmaco.

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.

Pruebas microbiolégicas: aquellas que se realizan para asegurar la calidad microbiolégica del

medicamento.
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Tabla 3. Parametros de validacion a evaluar en las diferentes categorias de métodos segun la
USP.

Categoria de , , . ;
Prueba Categoria | Categoria ll Categoria lll | Categoria IV
Parametro de | Principios P P DEEHIPED
~ , Limite Limite fisico- Identificacion
desempeno Activos iy s Py L
Cuantitativa Cualitativa quimico
Exactitud Si Si * * No
Precision Si Si No Si No
Especificidad Si Si Si * Si
Limite de - *
Deteccién No No Si No
lelte.qe 3 No Si No * No
Cuantificaciéon
Linealidad Si Sl No * No
Intervalo Si Si * * No

* Pueden requerirse, dependiendo de la naturaleza de la prueba especifica.
3.2.2.5. Guia de la EURACHEM. "%
No definida.

3.2.3. PARAMETROS DE VALIDACION:

A continuacién se detallaran las caracteristicas de desempefo analitico que deben considerarse
en la validacion de los métodos analiticos, se presentaran las definiciones que proporcionan las
diferentes guias y el modo que recomiendan para la determinacion de estas caracteristicas de

desempeno.

3.2.3.1. EXACTITUD:

3.2.3.1.1. Informe 32 de Ia OMS ", exactitud.

Definicion: La exactitud del procedimiento empleado consiste en la proximidad de los resultados

obtenidos al valor real.

Determinacion: La exactitud puede determinarse aplicando el procedimiento a las muestras del
material a examinarse, cuando han sido preparadas con exactitud cuantitativa. Siempre que sea
posible, esas muestras deben contener todos los componentes del material, incluyendo el analito.
Deben prepararse también muestras en las que el analito haya sido incorporado en cantidades de

aproximadamente 10,0 por encima y por debajo de la gama de valores prevista. También es
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posible determinar la exactitud comparando los resultados con los obtenidos empleando otro

procedimiento ya comprobado.
3.2.3.1.2. Guia ISO 5725, exactitud.

Definicién: La 1SO utiliza los términos veracidad y precision para describir la exactitud de un
método de medicion. Es asi, que se define a la exactitud como la aproximacién o cercania entre el
resultado obtenido en el ensayo y el valor de referencia aceptado. La precision describe los

errores aleatorios del ensayo y la veracidad los errores sistematicos o sesgo.
Determinacion:
Determinacion de la precision:

La Guia ISO 5725-3:1994 ¥ Mediciones intermedias de la precisién de un método de medicién
estandar, propone en su acapite 8, hacer un estimado de la desviacién estandar en la precision
intermedia dentro de un laboratorio tomando una muestra y desarrollandole una serie de medidas
n con cambios de uno o mas factores dentro de cada medida. Recomiendan que n sea al menos

15. Es recomendada la determinacion de “outliers” por la aplicacion del test de Grubbs’ o por un

grafico de (yx - y ). La estimacion de la desviacion estandar de la precision intermedia con M

factor(es) diferentes es dada por: S, = \/ﬁZ(yk —}_/)2
k=1

En el acapite 9, la Guia ISO 5725-3:1994 ! Mediciones intermedias de la precisién de un método
de medicion estandar, propone estudios interlaboratoriales y analisis de la precisién intermedia de

las medidas. Para llevar acabo dichos estudios, orienta tres aproximaciones:
1. Aproximacién simplista.

2. Experimentos anidados completos.

3. Experimentos anidados escalonados.

Determinacion de la veracidad:

Esta parte de la ISO 5725 provee métodos basicos para la estimacion del “bias” de un método de
medida y el “bias” del laboratorio cuando un método de medida es aplicado. Es asi, que para
aplicar esta parte de la ISO 5725 solamente si el valor de referencia aceptado se establece como

el valor verdadero convencional.

10.
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La determinacion del “bias” de un laboratorio utilizando un método de medicién estandar, bajo
condiciones de repetibilidad, consiste en las mediciones requeridas por un laboratorio en un
experimento de precision, con la restriccion que es aplicable a un solo laboratorio y el
requerimiento adicional de emplear un valor de referencia aceptado. Es asi, que la Guia ISO 5725-
4:1994 ¥l propone en su acapite 5, sustituir en las Guias 1SO 5725-1:1994 'y 5725.2:1994 " |3
palabra “veracidad” en lugar de “precision” o “repetibilidad y reproducibilidad” apropiadamente.

3.2.3.1.3. Guia Q2 (R1) ICH ®, exactitud.

Definicion: La exactitud de un procedimiento analitico expresa la cercania entre el valor aceptado

(ya sea como un valor verdadero convencional o un valor de referencia) y el valor encontrado.

Determinacion: Son propuestas diversas metodologias para la determinacion de la especificidad

en productos:

a. aplicacién del procedimiento analitico a mezcla sintética de los componentes del producto a

la cual ha sido afadido cantidades conocidas del principio activo a ser analizado.

b. en casos donde no sea posible obtener muestras de todos los componentes del producto,
puede ser aceptado anadir cantidades conocidas del analito al producto o comparar los
resultados obtenidos con el método en cuestidbn contra los obtenidos con un segundo

procedimiento bien caracterizado.

c. la exactitud se puede inferir una vez que la precisién, linealidad y especificidad hayan sido

establecidas.

La exactitud puede ensayarse utilizando un minimo de 9 determinaciones con un minimo de 3
niveles de concentraciones, cubriendo el rango especificado por el método (por ejemplo: 3
concentraciones / 3 replicas). La exactitud debe reportarse como el por ciento del recobrado de
la cantidad de analito afiadido a la muestra obtenido en el ensayo o como la diferencia entre la

media obtenida y el valor verdadero aceptado, junto con el intervalo de confianza.
3.2.3.1.4. Instrucciones de la USP " exactitud.

Definicion: La exactitud de un procedimiento analitico es la proximidad entre los resultados
obtenidos mediante ese procedimiento y el valor verdadero. La exactitud de un procedimiento

analitico debe establecerse en todo su intervalo.

Determinacién: La exactitud en la valoracion de un farmaco puede determinarse mediante la

aplicacion del procedimiento analitico a un analito de pureza conocida (por ejemplo, un estandar

1.
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de referencia) o comparando los resultados del procedimiento con los de un segundo

procedimiento bien caracterizado, cuya exactitud se haya comprobado o definido.

En la valoracién de un farmaco en un producto formulado, la exactitud puede determinarse
mediante la aplicacion del procedimiento analitico a una mezcla sintética de los componentes del
producto farmacéutico a la cual se ha afiadido cantidades conocidas de analito dentro del intervalo
del procedimiento. Si no resulta posible obtener muestras de todos los componentes del producto
farmacéutico, se puede aceptar tanto el agregado de cantidades conocidas del analito al producto
farmacéutico (“spike”) como la comparacion de los resultados con los de un segundo

procedimiento bien caracterizado, cuya exactitud haya sido comprobada o definida.

En el analisis cuantitativo de impurezas, la exactitud debe evaluarse en muestras (del farmaco o
del producto farmacéutico) a las que se hayan agregado cantidades conocidas de impurezas.
Cuando no sea posible obtener muestras de algunas impurezas o productos de degradacion, los
resultados deben compararse con los obtenidos mediante un procedimiento independiente. En
ausencia de otra informacién, puede resultar necesario calcular la cantidad de una impureza
basandose en la comparacién de su respuesta con la del farmaco, pero el cociente entre las
respuestas de cantidades iguales de la impureza y del farmaco (factor de respuesta relativo) debe

ser utilizado siempre que se lo conozca.

La exactitud se evalla utilizando un minimo de nueve determinaciones sobre un minimo de tres
niveles de concentraciones, cubriendo el intervalo especificado, es decir, tres concentraciones y

tres determinaciones repetidas de cada concentracion.
3.2.3.1.5. Guia de la EURACHEM "%, exactitud.

Definicién: Es el grado de concordancia entre el resultado notificado y el valor de referencia
aceptado. En esta guia se asume la definicién de la guia ISO 3534-1. La validacién de métodos
busca cuantificar el grado de exactitud de los resultados evaluando los efectos aleatorios y
sistematicos en el resultado. Asi como en la guia ISO 3534-1, en esta guia la exactitud es
estudiada como efecto de dos componentes: precision y veracidad. La precisién es una medida de
cuan cercanos estan los resultados unos de otros y son usualmente expresados midiendo su
desviacion estandar, la cual describe la dispersién de los resultados. La veracidad de un método
es una expresion de cuan cerca esta la media de una serie de resultados obtenidos por el método,

del valor verdadero. La veracidad es expresada en términos de sesgos.
Determinacion:

Tabla 4. Determinacién de la veracidad.

12.
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Analisis

No. de
determinaciones

Calcular

a. Placebo y material de
referencia utilizando el

Restar el valor de la media del blanco al valor de
la media del analito del material de referencia.

método indicado. 10
Comparar con el valor verdadero o aceptado
para el material de referencia.
b. Placebo y material de Da una medida del sesgo del método
referencia/ensayo Restar el valor de la media del blanco al valor de
utilizando el método la media del analito del material de referencia/
candidato y un método ensayo.
de referencia
(preferiblemente 10 Comparar las medidas realizadas utilizando el

primario)

método candidato y el de referencia

Da una medida del sesgo del método relativo a
métodos de referencias o primarios.

Tabla 5. Determinacion de la precision.

Repeticiones

Que calcular de los

Analisis (independien- Comentario
datos
tes)
Estandares, material de
referencia o muestras
blancos fortificadas a
varias concentraciones en
el rango de trabajo
a. mismo analista, equipo, Determinacion de la Determina la desviacion
laboratorio, tiempo de 10 desviacion estandar a | estandar de la repetibilidad
trabajo corto cada concentracion a cada concentracion
, . Determina la desviacion
b. diferentes analistas, D ,
eqUIbOS. MiSMo Determinacion de la estandar de la
quipos, misi 10 desviacion estandar a | reproducibilidad intra-
laboratorio, tiempo de . .
) cada concentracion laboratorio a cada
trabajo largo s
concentracion
c. diferentes analistas, Determina la desviacion
equipos, laboratorios, ., estandar de la
! . Determinacion de la (i .
tiempo de trabajo largo L . reproducibilidad inter-
10 desviacion estandar a .
s laboratorio a cada
cada concentracion e .
concentracion. Requiere
estudios colaborativos

3.2.3.2. PRECISION:

3.2.3.2.1. Informe 32 de Ia OMS ", precision.

Definicion: La precision del procedimiento es el grado de concordancia entre los resultados de los

analisis individuales.

13.
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Determinacion: Se mide por la dispersion de los resultados individuales de la media y usualmente
se expresa como una desviacion patron o como el coeficiente de variacién (desviacion patron
relativa) cuando el procedimiento completo se aplica repetidas veces a muestras separadas e

idénticas obtenidas del mismo lote de material homogéneo.

Repetibilidad (variacién dentro del laboratorio). Es la precisidon del procedimiento cuando es
repetido por el mismo analista bajo el mismo conjunto de condiciones (los mismos reactivos,
equipos, graduaciones, y laboratorio) y dentro de un lapso breve. La repetibilidad de un
procedimiento se evalla efectuando determinaciones completas y separadas, con muestras
separadas e idénticas del mismo lote de material homogéneo, y por lo tanto proporciona una

medida de la precision del procedimiento bajo condiciones normales de operacion.

Reproducibilidad. Es la precision del procedimiento cuando se efectia bajo condiciones diferentes,
usualmente en diferentes laboratorios, con muestras supuestamente idénticas obtenidas del
mismo lote de material homogéneo. También se puede obtener informacion valiosa efectuando
comparaciones de los resultados obtenidos por distintos analistas, mediante el uso de diferentes

equipos, o llevando a cabo el analisis en diferentes momentos.
3.2.3.2.2. Guia ISO 5725, precision.

Definicién: El grado de proximidad entre resultados de ensayos independientes obtenidos bajo

condiciones estipuladas.
Determinacion: Ver acapite “3.2.3.1.2. Guia ISO 5725, exactitud”, pagina 10.
3.2.3.2.3. Guia Q2 (R1) ICH ™, precision.

Definicion: expresiéon del grado de proximidad (grado de dispersion) entre una serie de medidas
obtenidas a partir de muestreos multiples de la misma muestra homogénea, bajo las condiciones
prescritas. La precision debe considerarse en tres niveles: repetibilidad, precisién intermedia y

reproducibilidad.
Determinacion: La repetibilidad se puede evaluar:

a. un minimo de 9 determinaciones cubriendo el rango especificado para el procedimiento (por

ejemplo: 3 concentraciones / 3 replicas por cada uno);
b. un minimo de 6 determinaciones al 100 % de la concentracién del ensayo

La precision intermedia: la magnitud de este estudio depende de las circunstancias bajo las cuales

el procedimiento sera usado. El aplicante debe establecer los efectos de eventos aleatorios sobre

14.
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la precisién del método analitico. Las variaciones tipicas a ser estudiadas incluyen el dia, analista,
equipo, etc. No se considera necesario estudiar estos efectos individualmente. Es recomendado el

uso de disefio de experimentos (matrices).

La reproducibilidad es evaluada por medio de pruebas inter-laboratorios. La reproducibilidad debe
considerarse en caso de la estandarizacién de un procedimiento analitico, por ejemplo, inclusién

de un procedimiento en farmacopeas.

Deben reportarse: la desviacién estandar, la desviacidén estandar relativa (coeficiente de variacién)

y el intervalo de confianza para cada tipo de precisién investigada.
3.2.3.2.4. Instrucciones de la USP"°, precisién.

Definicién: grado de concordancia entre los resultados de las pruebas individuales cuando se
aplica el procedimiento repetidamente a multiples muestreos de una muestra homogénea. La
precision de un procedimiento analitico habitualmente se expresa como la desviacién estandar o
la desviacién estandar relativa (coeficiente de variacion) de una serie de mediciones. La precision
puede ser una medida del grado de reproducibilidad o de repetibilidad del procedimiento analitico
en condiciones normales de operacién. En este contexto, la reproducibilidad se refiere al uso del
procedimiento analitico en diferentes laboratorios, como por ejemplo en un estudio en
colaboracion. La precision intermedia (también conocida como tolerancia o fortaleza) expresa la
variacion dentro de un laboratorio, por ejemplo en diferentes dias, con diferentes analistas o con
equipo diferente dentro del mismo laboratorio. La repetibilidad se refiere a la utilizacion del
procedimiento analitico en un laboratorio durante un periodo de tiempo corto realizado por el

mismo analista con el mismo equipo.

Determinacion: La precision de un procedimiento analitico se determina mediante el analisis de un
numero suficiente de alicuotas de una muestra homogénea que permita calcular estadisticamente
estimaciones validas de la desviaciéon estandar o de la desviacion estandar relativa (coeficiente de
variacién). Los analisis en este contexto son analisis independientes de muestras que se han
llevado a cabo mediante el procedimiento analitico completo, desde la preparacion de las

muestras hasta el resultado final de las pruebas.

Se recomienda que se evalue la repetibilidad utilizando 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 un minimo de seis determinaciones al 100 %

de la concentracion de prueba).

15.
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3.2.3.2.5. Guia de la EURACHEM "2, precisién.

Definicién: Explicada en el acapite 3.2.3.1.5. “Guia de la EURACHEM, exactitud, definicion,”
pagina 12.

Determinacion: Explicada en el acapite 3.2.3.1.5. “Guia de la EURACHEM, exactitud, Tabla 5.
Determinacion de la precision,” pagina13.

3.2.3.3. ESPECIFICIDAD:

3.2.3.3.1. Informe 32 de Ia OMS ", especificidad.

Definiciéon: La selectividad o especificidad de un procedimiento es la posibilidad de que éste mida
el analito en una forma que esté libre de interferencia de parte de otros componentes de la
muestra que se estd examinando (por ejemplo, impurezas provenientes de la fabricacién o de la
degradacién, o bien ingredientes que no sean el analito, sean farmacolégicamente activos o

inertes).

Determinacion: La selectividad (o la carencia de la misma) puede expresarse en relacién con el
sesgo de los resultados analiticos obtenidos cuando el procedimiento se aplica al analito en
presencia de niveles previstos de otros componentes, comparado con los resultados obtenidos
con el mismo analito sin sustancias agregadas. Cuando los demas componentes son todos
conocidos y estan disponibles, la selectividad puede determinarse mediante la comparacién de los
resultados analiticos obtenidos con el analito, con o sin la adicion de los materiales que pueden
interferir. Cuando dichos componentes no han sido identificados o no estan disponibles, a menudo
puede medirse la selectividad determinando la recuperacion de una adicién normal de analito puro

a un material que contenga un nivel constante de los otros componentes.
3.2.3.3.2. Guia ISO 5725, especificidad.

No definida en la Guia ISO 5725.

3.2.3.3.3. Guia Q2 (R1) ICH ¥, especificidad.

Definicion: Es la habilidad de valorar inequivocamente el analito en la presencia de componentes
que se sospecha su presencia. Tipicamente estos pueden incluir impurezas, productos de

degradacién, la matriz, etc.

Determinacion: La ICH recomienda para la determinacién de la especificidad en las valoraciones y
los ensayos de impurezas lo siguiente: para los procedimientos cromatograficos se deben usar

cromatogramas representativos para demostrar especificidad y los componentes individuales

16.



Ill. Investigacion Documental

deben rotularse apropiadamente. Similares consideraciones deben tomarse en cuenta para otras
técnicas de separacion. Separaciones criticas en cromatografia deben investigarse a un nivel
apropiado. Para separaciones criticas, la especificidad puede demostrarse por la resolucion de
dos componentes que eluyan cerca el uno del otro. En el caso en donde se utilizan ensayos no-
especificos, otros procedimientos analiticos deben utilizarse como soporte para demostrar la
especificidad. Por ejemplo, cuando se adopta una valoracion para el ensayo de una droga, puede

utilizarse la combinacion del ensayo y un ensayo apropiado de impurezas.

Cuando se dispone de impurezas: El ensayo de valoracion debe discriminar al analito en la
presencia de impurezas y/o excipientes; practicamente esto se logra adicionando niveles
apropiados de impurezas y/o excipientes a los principios activos o producto terminados vy
demostrando que el resultado del ensayo no se afecta por la presencia de estos materiales

cuando se le compara con el resultado del ensayo obtenido con las muestras no adicionadas.

Cuando no se dispone de impurezas: Si los estandares de impurezas o productos de degradacion
no estan disponibles, la especificidad se demuestra por comparacién de los resultados obtenidos
con las muestras que contienen impurezas o productos de degradacién con los resultados
obtenidos con estas mismas muestras pero con un segundo procedimiento bien caracterizado, por
ejemplo: un método farmacopeico u otro procedimiento analitico validado (procedimiento
independiente). Estas comparaciones deberian incluir muestras almacenadas bajo condiciones de

stress: luz, calor, humedad, hidrdlisis acido / base y oxidacién.

Pueden ser utiles ensayos de pureza de pico para demostrar que el pico cromatografico del analito
no es atribuible a mas de un componente (por ejemplo: arreglo de diodo, espectrofotometria de

masas).
3.2.3.3.4. Instrucciones de la USP'", especificidad.

Definicién: Capacidad de evaluar de manera inequivoca el analito en presencia de aquellos
componentes cuya presencia resulta previsible, como impurezas, productos de degradacion y

componentes de la matriz.

Determinacién: En una valoracion, la demostracion de especificidad requiere evidencia de que el
procedimiento no resulta afectado por la presencia de impurezas o excipientes. En la practica, esto
puede hacerse agregando al farmaco o producto farmacéutico una cantidad conocida de
excipientes o de impurezas en concentraciones adecuadas y demostrando que el resultado del

analisis no resulta afectado por la presencia de estos materiales extrafos.
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Si no se dispone de estandares de impureza o de los productos de degradacion, puede
demostrarse la especificidad comparando los resultados de las pruebas de muestras que
contengan impurezas o productos de degradacién con los de un segundo procedimiento bien
caracterizado (por ejemplo, un procedimiento farmacopeico u otro procedimiento validado). Estas
comparaciones deberian incluir muestras sometidas a condiciones forzadas relevantes (por

ejemplo, luz, calor, humedad, hidrdlisis acida y alcalina, oxidacion).

Otras autoridades internacionales han preferido el término “selectividad,” reservando

“especificidad” para procedimientos que resulten completamente selectivos.
3.2.3.3.5. Guia de la EURACHEM "%, especificidad.

Definicién: La habilidad de un método de determinar con precision y especificamente el analito de
interés en la presencia de otros componentes en una muestra bajo las condiciones declaradas del

ensayo.
Determinacion:

Tabla 6. Determinacion de la Especificidad.

Que se hace Cantidad |Calcular / determinar Comentarios
Analizar muestras y Utilizar los resultados de las técnicas| Decidir cuanta
materiales de confirmatorias para evaluar la evidencia es
referencias por el habilidad del método de confirmar la | requerida para ofrecer]
método en estudio y 1 identidad del analito y su habilidad |suficiente
otros métodos de medir el analito aisladamente de |confiabilidad
independientes otros interferentes.
Analizar muestras que Examinar el efecto de los Si la deteccién o
contengan varios interferentes — la presencia de cuantificacién es
supuestos interferentes interferentes aumenta o inhibe la aumentada o inhibida
en la presencia del 1 deteccién o cuantificacion del por los interferentes,
analito de interés mensurando sera requerido un
desarrollo de método
adicional

3.2.3.4. LINEALIDAD:

3.2.3.4.1. Informe 32 de la OMS ", linealidad.

Definicion: La linealidad de un procedimiento analitico es la posibilidad de que este produzca

resultados que sean directamente proporcionales a la concentracion del analito en la muestra.
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Determinacién: mediante la aplicacion del procedimiento a una serie de muestras que tienen
concentraciones de analito que cubren el alcance atribuido al procedimiento. Cuando la relacién
entre la respuesta y la concentraciéon no es lineal, se puede lograr la normalizacién por medio de

una curva de calibracion.

3.2.3.4.2. Guia ISO 5725, linealidad.

No definida en la Guia ISO 5725.
3.2.3.4.3. Guia Q2 (R1) ICH ", linealidad.

Definicién: Habilidad (dentro de un determinado rango) de un procedimiento analitico de obtener
resultados que sean directamente proporcionales a la concentracion (cantidad) del analito en la

muestra.

Determinacion: La relacion lineal debe ser evaluada a través del rango del procedimiento analitico.
Puede ser demostrado directamente en la sustancia activa (por dilucion de una solucién stock de

estandar) y/o en pesadas separadas de mezclas sintéticas de los componentes del producto.

La linealidad debe evaluarse por inspeccion visual de un grafico que esquematice la senal
producida versus la cantidad o concentracion de analito. En caso de parecer una relacién lineal,
los resultados deben evaluarse por métodos estadisticos apropiados; por ejemplo, calculando la
regresion lineal por el método de los minimos cuadrados. En algunos casos, para obtener
linealidad, los datos del ensayo deben ser sujetos a una transformacion matematica antes del

analisis de regresion.

Se deben presentar: el coeficiente de correlacién, el intercepto, la pendiente de la regresion lineal

y la suma de cuadrados de los residuales. Debe incluirse un esquema de los resultados.

Para el establecimiento de la linealidad es recomendado un minimo de 5 concentraciones. Otras

aproximaciones deben justificarse.
3.2.3.4.4. Instrucciones de la USP "%, linealidad.

Definicién: Capacidad para obtener resultados de prueba que sean proporcionales ya sea
directamente, o por medio de una transformacion matematica bien definida, a la concentracién de

analito en muestras en un intervalo dado.

Determinacion: La linealidad debe establecerse en el intervalo completo del procedimiento
analitico. Deberia establecerse inicialmente mediante examen visual de un grafico de sefiales

como funcién de concentracion de analito del contenido. Si parece existir una relacion lineal, los
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resultados de la prueba deberian establecerse mediante métodos estadisticos adecuados (por
ejemplo: mediante el célculo de una linea de regresion por el método de los cuadrados minimos).
Los datos obtenidos a partir de la linea de regresion pueden ser Utiles para proporcionar
estimaciones matematicas del grado de linealidad. Se deberian presentar el coeficiente de
correlacion, la interseccion con el eje de las ordenadas, la pendiente de la linea de regresion y la

suma de los cuadrados residuales.

Para el parametro de la linealidad, se recomienda se utilicen normalmente un minimo de cinco
concentraciones. Para la valoracion de un farmaco o de un producto terminado de 80,0 — 120,0 %

de la concentracion de prueba.
3.2.3.4.5. Guia de la EURACHEM "2, linealidad.

Definiciéon: Habilidad de un método de obtener resultados de ensayos proporcionales a la

concentracion del analito.

Determinacion:

Tabla 7. Determinaciéon de la Linealidad.

Analisis Cantidad e eElerlEr e les Comentarios
datos
1. Blanco mas Graficar las respuesta de | ldealmente las diferentes
materiales de la medida (coordenadas y) |concentraciones deben
referencia o blancos contra concentracion del prepararse de forma
fortificados a varias mensurando (coordenadas |independiente y no de
concentraciones X) alicuotas de la solucién madre.
Necesita al menos 6 1 Evaluar visualmente para |Esto dara confirmacion visual si
concentraciones mas identificar el rango lineal el rango de trabajo es lineal o
el blanco aproximado y las regiones |no. Este estado es necesario
superior e inferior que para estudiar un rango de
bordean el rango trabajo que se piense que es
lineal y donde se pretenda usar
Ir al paso 2 un solo punto de calibracion
2. material de Graficar las respuesta de | No es seguro retirar los puntos
referencia o muestras la medida (coordenadas y) |outliers sin antes realizar
de blancos contra concentracién del determinaciones a
fortificadas a por lo mensurando (coordenadas | concentraciones cercanas a los
menos 6 diferentes X) Examinar visualmente mismos.
concentraciones por puntos outliers.
dentro del rango de 3 Si la varianza de los replicados
trabajo Calcular el coeficiente de | es proporcional a la
regresion. Calcular y concentracién, utilizar un
graficar los valores de las | calculo de regresion ponderado
residuales. Una en lugar de una regresion
distribucion al azar sobre | simple
la linea recta confirma
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linealidad. Tendencias
sistematicas indican no
linealidad

Ir al paso 3

En ciertas circunstancias sera
mejor tratar de ajustar una
curva de calibracion no-lineal a
los datos. No se aconsejan
funciones superiores a las
cuadraticas

3. Fortificar el blanco
a varias
concentraciones
cercanas al limite de
deteccion

Medir, una a la vez,
10 réplicas
independientes a
cada nivel de
concentracion

Calcular la desviacion
estandar “s” del valor del
analito a cada nivel de
concentracion. Graficar s
versus concentracion y
asignar el valor al limite
de cuantificacion por
inspeccion

Expresar el limite de
cuantificacion como la

Normalmente el limite de
cuantificacién forma parte del
estudio para determinar el
rango de trabajo. No debe ser
determinado por extrapolacion
por debajo de la menor
concentracion del blanco
fortificado

menor concentracion del
analito la cual puede ser
determinada con un nivel
aceptable de
incertidumbre

3.2.3.5. RANGO:

3.2.3.5.1. Informe 32 de Ia OMS ", rango.

Definicion: Llamado alcance. El alcance del procedimiento es una expresiéon de los niveles mas
bajo y mas alto de analito que, segun se haya demostrado, pueden ser determinables con

precision, exactitud y linealidad aceptables.
Determinacion: No definido pero se infiere de la definicidn.
3.2.3.5.2. Guia ISO 5725, rango.

No definida en la Guia ISO 5725.

3.2.3.5.3. Guia Q2 (R1) ICH "\, rango.

Definicion: El rango de un procedimiento analitico es el intervalo entre la concentracion (cantidad)
alta y baja de analito en la muestra (incluyendo estas concentraciones) para el cual ha sido
demostrado que el procedimiento analitico tiene un nivel apropiado de precisidn, exactitud y

linealidad.

Determinacion: El rango especificado se deriva normalmente del estudio de la linealidad vy
depende del plan de aplicacion del procedimiento. Se establece mediante la confirmacién que el

procedimiento analitico provee un grado aceptable de linealidad, exactitud y precision.
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Deben ser considerados los siguientes rangos minimos:

a. para los ensayos de una sustancia activa o producto terminado: normalmente de 80% a

120% del criterio de aceptacion.

b. para uniformidad de contenido, cubrir un minimo de 70% a 130% de la concentracién del
ensayo; a menos que se justifique un intervalo mas amplio basado en la naturaleza de la

forma farmacéutica (por ejemplo: inhaladores de dosis fija).

c. para ensayos de disolucion: + 20% sobre el rango especificado. Por ejemplo si la
especificacion para un producto de liberacién controlada a la hora es de 20 % de liberacion
y luego a las 24 horas es de 90 % de liberacion, el rango validado tendria que ser de 0 a
110 % de la cantidad declarada. 20-20= 0y 90 +20 = 110.

d. para la determinacion de una impureza: desde el grado reportado de la impureza hasta
120% de la especificacion. Para impurezas que se conozca que son inusualmente potentes
o que producen efectos farmacoldgicos toxicos o inesperados, el limite de deteccion /
cuantificacién debe ser suministrado conjunto con el nivel al cual las impurezas deben

controlarse.
3.2.3.5.4. Instrucciones de la USP"”, rango.

Definicion: Es la amplitud entre las concentraciones inferior y superior del analito (incluyendo esos
niveles) en la cual se puede determinar al analito con un nivel adecuado de precision, exactitud y

linealidad utilizando el procedimiento segun se describe por escrito.
Determinacion:

a. Valoracién de un farmaco o de un producto terminado: de 80% a 120% de la concentracion

de prueba.
b. Determinacion de una impureza: de 50% a 120% del criterio de aceptacion.

c. Para uniformidad del contenido: un minimo de 70% a 130% de la concentracion de prueba,
basandose en la naturaleza de la forma farmacéutica (por ejemplo: inhaladores de dosis
fija).

d. Para pruebas de disolucion: + 20% por encima del intervalo especificado (por ejemplo: si
los criterios de aceptacion de un producto de liberacion controlada cubren una regién que
varia de 20% después de una hora a 90% después de 24 horas, en el intervalo validado

seria de 0% a 110% del valor especificado en la etiqueta).
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3.2.3.5.5. Guia de la EURACHEM "3, rango.

Definicién: Conjunto de valores de mensurando para el cual el error de un instrumento de medicion

es pretendido que se contenga dentro de limites especificados.

Determinacion: Explicada en el acapite 3.2.3.4.5. “Guia de la EURACHEM, linealidad, Tabla 7.
Determinacion de la linealidad,” pagina 20.

3.2.3.6. LIMITE DE DETECCION:

3.2.3.6.1. Informe 32 de la OMS "\ limite de deteccién.

Definicion: El limite de deteccion es el nivel mas bajo de analito que pueda detectarse, pero no
necesariamente determinado en forma cuantitativa, empleando un método especifico bajo las
condiciones experimentales exigidas. Dicho limite generalmente se expresa en términos de la
concentracién de analito (por ejemplo, en microgramos por litro) en la muestra. Cuando la
medicion final se basa en la lectura de un instrumento, se debera tener en cuenta la respuesta de

fondo (la proporcién entre sefial y ruido).
Determinacion: No definida en el Informe 32 de la OMS.
3.2.3.6.2. Guia ISO 5725, limite de deteccion.

No definida en la Guia ISO 5725.

3.2.3.6.3. Guia Q2 (R1) ICH ®., limite de deteccioén.

Definicion: El limite de deteccién de un procedimiento analitico individual es la menor cantidad de
analito en una muestra que puede ser detectada pero no necesariamente cuantificada como un

valor exacto.

Determinacién: Varias aproximaciones para determinar el limite de deteccion son posibles,
dependiendo si el procedimiento es no-instrumental o instrumental. Aproximaciones distintas a las

enumeradas a continuacion podrian ser aceptadas.

1. Aproximacién basada en evaluacién visual: es utilizada para métodos no-instrumentales pero
puede ser utilizada con métodos instrumentales. El limite de detecciéon es determinado por el
analisis de muestras con concentracion conocida de analito y el establecimiento del nivel minimo a

la cual el analito puede ser consistentemente detectado.

2. Aproximacion basada en Sefial — Ruido: esta aproximacion soélo puede ser aplicada a

procedimientos analiticos que exhiben ruido en la linea base. La determinacion de la relacién
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sefal — ruido se lleva a cabo por comparacion de la senal de muestras de analito de concentracion
baja con muestras blanco y estableciendo la minima concentracion a la cual el analito
consistentemente es detectado. Una relacion sefial — ruido entre 3 6 2:1 es generalmente

considerada aceptable para estimar el limite de deteccién.

3. Aproximacion basada en la desviacion estandar de la respuesta y la pendiente: el limite de

deteccién puede ser expresado como: 3.3 0/ s, en donde:
0: la desviacion estandar de la respuesta
s: la pendiente de la curva de calibracién

La pendiente s puede ser estimada a partir de la curva de calibracion del analito. La estimacién de

o puede llevarse a cabo por un numero variado de formas, por ejemplo:

3.1 Basados en la desviacion estandar del blanco: llevado a cabo por andlisis de un numero

apropiado de muestras blanco y calculando la desviacidon estandar de la respuesta.

3.2 Basados en la curva de calibracion: realizar una curva de calibracion del analito en el rango del
limite de deteccién. La desviacion estandar residual de la regresion lineal o la desviacion estandar

del intercepto de la regresion lineal pueden ser utilizados como la desviacion estandar.

El limite de deteccion y el método utilizado para la determinacion del limite de deteccidn debe ser
reportado. Si el limite de deteccion es determinado basandose en evaluacion visual o en base a la
relacion sefal — ruido, la presentacién de los cromatdégramas pertinentes es considerado aceptable

como justificacion.
3.2.3.6.4. Instrucciones de la USP " limite de deteccién.

Definicion: Es la cantidad minima de analito en una muestra que puede detectarse, aunque no
necesariamente cuantificarse, en las condiciones experimentales indicadas. Es una caracteristica

de las prueba de limite.

Determinacion: Para procedimientos instrumentales, se determina el limite de deteccion mediante
el analisis de muestras con concentraciones conocidas de analito, estableciendo el nivel minimo
del analito que puede detectarse confiablemente. Otros enfoques dependen de la determinacion
de la pendiente de la curva de calibracién y la desviacién estandar de las respuestas.
Independientemente del método utilizado, se propone que el limite de deteccion deberia validarse
posteriormente mediante el analisis de un nimero adecuado de muestras preparadas al limite de

deteccién o que se sabe que estan cerca de dicho limite.
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3.2.3.6.5. Guia de la EURACHEM "%, limite de deteccién.

Definicion: La EURACHEM adopta varias definiciones, entre ellas encontramos:

El minimo contenido que puede ser determinado con razonable certeza estadistica.
Determinacion:

Tabla 8. Determinaciéon del Limite de deteccion.

Que analizar Que calcular a partir de los datos

a. 10 muestras blancos independientes, Desviacién estandar de las muestras “s” de a.)

medidas por separado. Valores de las muestras del blanco u b.) Valores de
las muestras del blanco fortificado

o}

Expresar el limite de deteccion como la

b. 10 muestras blanco, independientes concentracion del analito correspondiente a a.)

fortificadas a concentraciones bajas Media del valor del blanco + 3sob.) 0 + 3s.

aceptables, medidas por separado.

Esta aproximacion asume que una sefial por arriba de 3s el valor del blanco solo puede se
aumentada por el blanco en un 1% de la veces y por eso solo puede verse aumentada por otra
sefal, como la del mensurando. La aproximacion a.) Es solo util cuando la muestra del blanco da
desviaciones estandares no-cero. Alcanzar una verdadera muestra de blanco puede ser dificil.

c. 10 muestras blanco fortificadas | Desviacion estandar de las muestras “s” de los
independientes a concentraciones bajas, | valores del blanco fortificado.

medidas por separado.
Expresar el limite de deteccién como la
concentraciéon del analito correspondiente a el valor
de las muestras del blanco + 4,65s.

La concentracion minima aceptable es tomada como la concentracion minima para la cual un
grado aceptable de incertidumbre puede ser alcanzado.

Asume una practica normal de evaluar las muestras y el blanco por separado y corrige para el
blanco por sustraccion de la concentracion del analito correspondiente a la sefial del blanco de la
concentracion correspondiente a la sefial de la muestra.

3.2.3.7. LIMITE DE CUANTIFICACION:

3.2.3.7.1. Informe 32 de la OMS " limite de cuantificacién.

Definicién: El limite de cuantificacion es la concentracién mas baja de analito en la muestra, que
puede ser determinada con precisién y exactitud aceptables cuando se emplea el procedimiento

exigido.
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Determinacion: Se mide mediante el analisis de muestras que contengan cantidades decrecientes
de analito y la determinacion del nivel mas bajo al cual pueden alcanzarse grados aceptables de
exactitud y precisidon. Cuando la evaluacién final se basa en la lectura Instrumental, tal vez sea
necesario evaluar y tener en cuenta la magnitud de la respuesta de fondo (la proporcion entre
Senal y ruido). En muchos casos el limite de cuantificacién es aproximadamente el doble que el de
deteccion.

3.2.3.7.2. Guia ISO 5725, limite de cuantificacion.
No definida en la Guia ISO 5725.
3.2.3.7.3. Guia Q2 (R1) ICH ®\, limite de cuantificacion.

Definicion: El limite de cuantificaciéon de un procedimiento analitico independiente es la menor
cantidad de analito en una muestra que puede ser determinada cuantitativamente con una
apropiada precision y exactitud. El limite de cuantificacion es un parametro de ensayos
cuantitativos para niveles bajos de compuestos en matrices y es usado particularmente para la

determinacion de impurezas y/o productos de degradacion.

Determinacion: Varias aproximaciones para determinar el limite de cuantificacién son posibles,
dependiendo si el procedimiento es no-instrumental o instrumental. Aproximaciones distintas a las

enumeradas a continuacion podrian ser aceptadas.

1. Aproximacion basada en evaluacién visual: es utilizada para métodos no-instrumentales pero
puede ser utilizada con métodos instrumentales. El limite de cuantificacion es determinado por el
analisis de muestras con concentracion conocida de analito y el establecimiento del nivel minimo

al cual el analito puede ser cuantificado con aceptable exactitud y precision.

2. Aproximacion basada en sefial — ruido: esta aproximacion solo puede ser aplicada a
procedimientos analiticos que exhiben ruido en la linea base. La determinacion de la relacién
sefal — ruido se lleva a cabo por comparacion de la sehal de muestras de analito de concentracion
baja con muestras blanco y estableciendo la minima concentracion a la cual el analito puede ser
cuantificado consistentemente. Una relacién sefal — ruido de 10:1 es generalmente considerada

aceptable para estimar el limite de cuantificacion.

3. Aproximacion basada en la desviacion estindar de la respuesta y la pendiente: el limite de

cuantificacion puede ser expresado como: 10 6/ s, en donde:

o: la desviacion estandar de la respuesta
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s: la pendiente de la curva de calibracién

La pendiente s puede ser estimada a partir de la curva de calibracion del analito. La estimacion de

o puede llevarse a cabo por un nimero variado de formas, por ejemplo:

3.1 Basados en la desviacion estandar del blanco: es llevado a cabo por andlisis de un numero

apropiado de muestras blanco y calculando la desviacién estandar de la respuesta.

3.2 Basados en la curva de calibracion: debe realizarse una curva de calibracidon con muestras de
analito en el rango del limite de cuantificacion. La desviacién estandar residual de la regresion
lineal o la desviacion estandar del intercepto de la regresién lineal pueden ser utilizados como la

desviacion estandar.

Debe ser reportado el limite de cuantificacion y el método utilizado. El limite debe ser
subsecuentemente validado por el analisis de un numero apropiado de muestras conocidas a estar

préximas o preparadas al limite de cuantificacion.
3.2.3.7.4. Instrucciones de la USP " limite de cuantificacion.

Definicién: Es una caracteristica de las valoraciones cuantitativas de compuestos que se
encuentran en baja concentracion en la matriz de una muestra, como por ejemplo: impurezas en
farmacos a granel y productos de degradacion en productos farmacéuticos terminados. Es la
minima cantidad de analito en una muestra que se puede determinar con precisién y exactitud

aceptables en las condiciones experimentales indicadas.

Determinaciones: Para procedimientos instrumentales, el limite cuantitativo se determina
habitualmente mediante el analisis de muestras con concentraciones conocidas de analito,
estableciendo el nivel minimo del analito que se puede determinar con exactitud y precision

aceptables.
3.2.3.7.5. Guia de la EURACHEM "2, Iimite de cuantificacion.

Definicion: También conocido como “limite de determinacion.” El limite de cuantificacion es
estrictamente la menor concentracion de analito que puedes ser determinado con un nivel

aceptable de precision y exactitud.
Determinacion:

Tabla 9. Determinacion del Limite de cuantificacion.
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Que analizar

Que calcular a partir de los datos

a.) 10 muestras blanco independientes
medidas por separado

[1Pl]

desviacion estandar de la muestras “s” de los
valores del blanco

Expresar el limite de cuantificacion como la
concentracion del analito correspondiente al valor
de la muestra del blanco + ya sea:

i. s, ii.6s ¢iii. 10s

b.) Alicuotas fortificadas de muestras
blanco a concentraciones variadas de
analito cercanas al limite de cuantificacion

Medir, por separado, 10 replicas
independientes a cada nivel de
concentracion.

Calcular la desviacion estandar “s” de los valores
del analito a cada concentracion. Graficar “s”
versus concentracion y asignar un valor al limite de

cuantificaciéon por inspeccion.

Expresar el limite de cuantificacion como la minima
concentracion del analito que puede ser
determinada con un grado aceptable de
incertidumbre.

Normalmente el limite de cuantificacién forma parte del estudio para determinar el rango de

trabajo. No debe ser determinado por extrapolaracién por debajo de la menor concentracion del

blanco fortificado.

3.2.3.8. ROBUSTEZ:

3.2.3.8.1. Informe 32 de la OMS ", robustez.

Definicion: La robustez, o dureza, es la capacidad del procedimiento de producir resultados

analiticos de exactitud y precision aceptables bajo variadas condiciones. Constituye una medida

del grado en que los resultados obtenidos de muestras separadas y supuestamente idénticas del

mismo lote de material homogéneo son influenciados por los cambios en las condiciones

operacionales o ambientales, pero son concordantes con las especificaciones establecidas para el

procedimiento.

Determinacion: No definida en el Informe 32 de la OMS.

3.2.3.8.2. Guia ISO 5725, robustez.

No definida en la Guia ISO 5725.
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3.2.3.8.3. Guia Q2 (R1) ICH ™, robustez.

Definicién: La robustez de un procedimiento analitico es una medida de su capacidad para
permanecer inalterado por pequenas, variaciones deliberadas en los parametros del método y

proveer indicaciones de su fiabilidad durante el uso normal.

Determinacion: La evaluacién de la robustez debe ser considerada durante la etapa de desarrollo
y depende del tipo de procedimiento bajo estudio. Debe demostrar su fiabilidad en el analisis con
respecto a variaciones deliberadas en los parametros del método. Si las mediciones son
susceptibles a variaciones en las condiciones analiticas, las condiciones analiticas deben ser
controladas o una accion precaucionaria debe ser incluida en el procedimiento. La consecuencia
de la evaluacién de la robustez debe ser que una serie de parametros del sistema (por ejemplo:
resolucion del ensayo) es establecido para asegurar que la validez de los procedimientos

analiticos es mantenida durante su uso.

Ejemplos de variaciones tipicas:

e estabilidad de soluciones analiticas

e tiempo de extraccién

Ejemplos de variaciones tipicas para el caso de cromatografia liquida:
¢ influencia de las variaciones de pH en la fase movil

¢ influencia de las variaciones en la composicion de la fase movil
o diferentes columnas (de diferentes lotes y/o proveedores)

e temperatura

¢ velocidad de flujo

3.2.3.8.4. Instrucciones de la USP " robustez.

Definicion: La robustez de un procedimiento analitico es una medida de su capacidad para no
resultar afectado por variaciones pero deliberadas en los parametros enumerados en la

documentacion del procedimiento, y a la vez, da una idea de su aptitud durante su uso normal.

Determinacion: La robustez puede determinarse durante la etapa del desarrollo del procedimiento
analitico. La USP no orienta sobre los estudios y/o cambios a llevar a cabo durante la etapa del

desarrollo del procedimiento analitico.
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3.2.3.8.5. Guia EURACHEM "2, robustez.

Definicién: La guia de la EURACHEM adopta la definicion presentada por la guia de ICH Q2,
mostrada en el acapite “3.2.3.8.3. Guia Q2 (R1) ICH”, de la pagina 29.

Determinacion:

Tabla 10. Determinacion de la robustez.

Analizar N?' de_ Calcular Comentarios
determinaciones
Identificar variables que Analizar cada Determinar el Disefar el control de
pueden tener un efecto conjunto de efecto de cada calidad que permita
significativo en el condiciones cambio de controlar las variables
desempenio del método. experimentales condiciones en la | criticas
Disefiar una vez media.

experimentos(analizando
materiales de referencia,
muestras de composicion
conocida o materiales de
referencia certificados)
para monitorear los
efectos en la exactitud y
precisiéon de cambios
sistematicos en variables

Concentrarse en dichas
Clasificar las variables para la mejora
variables en del método

orden ascendente
de efecto en el
desempefio del
método

3.3. INCERTIBUMBRE 2% %0.31

La incertidumbre proporciona una idea de la calidad del resultado, ya que indica cuanto puede
alejarse un resultado del valor considerado verdadero. Por tanto, los resultados siempre deben ir
acompanados de su incertidumbre para que se puedan tomar decisiones basadas en dichos

resultados ®2.

La Guia 1SO 3534-1 B define incertidumbre como “una estimacion unida al resultado de un
ensayo que caracteriza el intervalo de valores dentro de las cuales se afirma que esta el valor

verdadero”.
3.3.1. APROXIMACIOES EXISTENTES. CALCULO DE LA INCERTIDUMBRE.

Se han propuesto varias aproximaciones para calcular la incertidumbre. En 1993 la ISO desarrollo
una aproximacion para calcular la incertidumbre en medidas fisicas. Dos afios después, la
EURACHEM adapté esta aproximacién a medidas quimicas. Esta adopcion fue muy criticada ya

que se hizo sin considerar las diferencias que hay entre los procesos de medidas quimicas y
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fisicas, es decir, identificando y cuantificando cada uno de los componentes de incertidumbre en
los procesos de medida quimico. Esta metodologia es muy costosa e inviable en mucho de los
procedimientos analiticos. Se han ido imponiendo metodologias basados en calcular la
incertidumbre mas globalmente, es decir, agrupando términos de incertidumbre siempre que fuera
posible. La primera de estas “aproximaciones globales” la propuso el Comité de Métodos
Analiticos (para sus siglas en inglés, AMC) en 1995. Esta aproximacion conocida también como
“top-down” esta basada en utilizar la informacion de ejercicios colaborativos. En 1997, el Nordic
Committee of Food Analysis (NMKL) adopto la aproximacion “top-down” a un laboratorio individual.
Se fueron proponiendo otras aproximaciones globales para calcular la incertidumbre de la
validacion de métodos analiticos. El debate y la critica generada hicieron que EURACHEM
incluyera la posibilidad de calcular la incertidumbre utilizando la informacion de la validacion. Esta

filosofia del calculo integral de la incertidumbre se esta imponiendo cada vez mas.
3.3.2. APROXIMACION ISO.

Este método recibe el nombre de “bottom up” debido a que divide el proceso de medida quimico
en sus partes fundamentales, cada una de las partes fundamentales se subdivide en
contribuciones mas pequefias. Posteriormente, se calcula la incertidumbre de cada una de sus

partes y se combinan para obtener la incertidumbre global del proceso de medida quimico.

El proceso de célculo de la incertidumbre, segin la ISO GUM B se pudiera dividir en las

siguientes etapas:

e Definiciéon del mensurando.

Identificacion de variables que influyen en el mensurando; se puede realizar a través de un

flujograma del ensayo.
e Establecimiento del modelo matematico: relacion entre mensurando y variables.

¢ Identificacion de los componentes de la incertidumbre; se puede realizar a través de un

diagrama de causa-efecto.
e Calculo de la incertidumbres; evaluacion de las incertidumbres estandares tipo Ay B.
e Estimacioén de la incertidumbre combinada por la ley de propagacion de la incertidumbre.

e Evaluacion de las contribuciones que mas influyen en la incertidumbre combinada; se

puede realizar a través de un diagrama de Pareto.
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e Reporte de resultados.
3.4. CALIBRACION Y VERIFICACION DEL INSTRUMENTAL B*

La calificacion de un instrumento analitico es la recopilacién de evidencia documental de que un
instrumento cumple con los fines para los cuales fue disefiado y se encuentra correctamente
mantenido y calibrado. Es asi, que dentro de la validacion, la calificacién de equipos forma parte

de sus pre-requisitos.
3.5. PROTOCOLO DE VALIDACION 234

Un protocolo de validacion es un documento escrito y aprobado que detalla los requerimientos
para la validacion. El protocolo de validacion debe definir, como minimo: la tarea a lograr, la
persona(s) que prepara(n) el protocolo bajo ensayo, las pruebas a realizar, las personas que
autorizan el protocolo antes de la prueba y la fecha de autorizacién, las personas que aprobaran el
protocolo antes de realizar las pruebas, etc. Una vez que el proceso de validacion ha sido
completado, es importante documentarlo para que el método pueda ser implementado sin
ambiguedad. Las distintas evaluaciones a la metodologia realizadas durante el proceso de
validacion asumen que, durante su uso, el método cada vez sera utilizado bajo las mismas
condiciones. Si en dado caso no fuera asi, el procedimiento actual de la metodologia no
correspondera al procedimiento predicho por los resultados de la validacion. Consecuentemente la
documentacion debe limitar la capacidad de introducir variaciones accidentales a la metodologia.
Adicionalmente, la propia documentacion es necesaria para procesos de auditorias y evaluacién y

puede ser requerida para efectos contractuales o regulatorios.
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IV. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. EQUIPOS
4.1.1. Cromatégrafo Liquido de Alta Resolucién Agilent 100 Series. *°

Caracteristicas: El equipo cuenta con una bomba isocratica Agilent 1100, con escala de 0.001
mL/min hasta 10 mL/min y rango presién de operacién de 0-40 MPa (0-400 bar, 0-5880 psi). El

sistema hidraulico cuenta con dos pistones en serie, pistones flotantes y valvula de entrada activa.

El equipo cuenta con detector de multiples longitudes de onda (MWD): 1024 elementos de arreglo
de Diodo, lamparas de Deuterio y Tungsteno, ruido de + 1 x 10° AU a 254 nm y a 270 nm,
intervalo de longitud de onda de 190-950 nm, ancho de banda programable (1, 2, 4, 8, 16). La
precision de la longitud de onda es de + 1 nm, con autocalibraciéon con las lineas de Deuterio

después de haberse verificado con el filtro de Oxido de Holmio.
4.1.2. Cromatégrafo Liquido de Alta Resolucién Perkin Elmer 200 Series. "]

Caracteristicas: El equipo cuenta con una bomba (series 200) y un detector UV-Visible (series
200). La bomba provee estabilidad y compensacion de la compresibilidad. Esta disefiada con
sellos de pistones de larga vida y mantiene velocidades de flujo precisas (menor de 0,1 %). Ofrece
seguridad en la composicion de la fase movil (x 0,50 %) y la precisién del tiempo de retencién es
menor de 0,1 %, tanto para separacion isocratica como para la separacion por gradiente. El
detector UV-Visible (series 200) con disefio 6ptico de doble rayo presenta alta sensibilidad y
estabilidad.

4.1.3. pH-Metro Oakton pH 500. ©*®!

Caracteristicas: Es un pH metro de mesa que permite lecturas de pH, milivoltios y temperatura.
Con entrada ATC que permite la compensacion automatica de la temperatura (0-100 °C,
resolucion 0.1 °C y precision relativa de 0,5 °C). Presenta una resolucion para la medida del pH de
0,01 y una precision relativa de + 0,01 pH. Presenta una precisién de 1 mV y una precision relativa

de 2 mV para la lectura de los milivolt.

El electrodo es OAKTON WD-35801-72 (todo en uno: electrodo de lectura y referencia y sensor de
temperatura) con doble empalme que permite su utilizacion en la mayoria de las aplicaciones

(agua sucia, organicos, metales pesados, etc.).

4.1.4. Balanza analitica OHAUS EXPLORER. *°
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Caracteristicas: Es una balanza con capacidad de 210 g, con una capacidad de lectura de 0,001

g, una repetibilidad (desviacion estandar) de 0,0005 g y una linealidad de + 0,002 g.
4.1.5. Bafio ultrasénico Cole-Parmer. *°

Caracteristicas: Bafio ultrasonico serie 8891, con crondmetro mecanico y capacidad para tres
matraces volumétricos de 100 mL.

4.1.6. Agitador magnético con plancha calefactor Corning. *"

Caracteristicas: Plato de ceramica de 4 x 5” con un rango de velocidad de 60 a 1100 r.p.m. y con

maximo de capacidad para agitacién de 2 L. Temperatura variable.

4.1.7. Equipo de Filtracion Schott Duran (S & S).

Caracteristicas: Embudo Schott Duran (S&S) de 450 mL de capacidad, Kitasato Schott Duran
(S&S) de 1000 mL de capacidad, Bomba de vacio Gast (Michigan, USA) con un maximo de
presion de 4.08 bar y membranas de filtracién para la soluciones de nylon de 47 mm de diametro y

0.45 um de Agilent Technologies.
4.2. PARAMETROS DE VALIDACION DE LOS EQUIPOS.

4.2.1. Cromatégrafo Liquido de Alta Resolucién Agilent 100 Series y Cromatoégrafo Liquido

de Alta Resoluciéon Perkin Elmer 200 Series %%,

Se realiza una calificacién de la operacion, con una frecuencia semestral, de los equipos y una
calificacion del desempeiio de los mismos con una frecuencia mensual siguiendo el procedimiento
de trabajo descrito en PET- CC047/1-004 12,

En la calificacion de la operacion se verifican los siguientes parametros:

a. Calificacién del Detector:

a.1. Re-calibracién de la longitud de onda: lineas de emision alfa (656,1 nm) y beta (486
nm) de la lampara de deuterio para la calibracion de la longitud de onda.

a.2. Ensayo de oxido de holmio: Utiliza tres maximos caracteristicos de absorbancia del
filtro instalado en el detector, se utiliza para verificar la exactitud de la longitud de onda.

a.3. Ensayo de intensidad: Mide la intensidad de las lamparas de deuterio y wolframio en el
rango completo de longitud de onda (190-950). Se utilizan 4 rangos espectrales para evaluar
el espectro de intensidad. Se utiliza para determinar el rendimiento de las lamparas y la

Optica.
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a.4. Ensayo de celda: Permite determinar la intensidad de las lamparas de deuterio y
wolframio en el rango completo de longitud de onda (190-250), alternativamente con y sin
celda de flujo instalada. Se usa para comprobar si las ventanas de la celda estan sucias o
contaminadas.

a.5. Ensayo de corriente oscura (sélo para el equipo agilent): Mide la fuga de corriente de
cada diodo, mide la fuga de los diodos, que podria causar no linealidad a ciertas longitudes de
onda.

a.6. Ensayo del filtro: Comprueba la operacidon correcta del montaje del filtro de oxido de
holmio.

b. Calificacion de Ia Bomba:

b.1. Exactitud y precisién del flujo: Verificar el flujo del instrumento.
b.2. Ensayo de Presioén: Verificar la caida de Presion.
b.3. Ensayo Automatico de fugas: Verificar el ajuste de los componentes de la bomba.

b.4. Ensayo de Gradiente: (Solo para el equipo Perkin Elmer), Verificar el funcionamiento de

la cdmara de mezclado, las entradas de solventes, reservorios y bomba.

b.5. Ensayo de la precision de: dreas y tiempos de retencién: Verificar el buen

funcionamiento de la bomba.

c. Calificacion de las Columnas: Se utiliza la muestra Universal LC Test Mix (Supelco),
Catalogo numero: 861365. Con los 5 compuestos presentes en este Kit se estudian: la
eficiencia de las columnas, naturaleza hidrofébica y selectividad y la presencia y actividad de

los grupos silanoles libres.
En la calificacion del desempefio se verifican los siguientes parametros:

Utilizando la muestra Universal LC Test Mix (Supelco), Catalogo numero: 861365, se evalua

mensualmente los siguientes parametros:

a. Precisidn en las areas y los tiempos de retencién

b. Eficiencia de la columna (platos tedricos para cada pico)
c. Resolucion entre los picos.

4.2.2. pH-Metro Oakton pH 500 "%,
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Se realiza una calificacion de la operacidén (con una frecuencia cuatrimestral) del pH-Metro
Oakton pH 500 siguiendo el procedimiento de trabajo descrito en: PET-CC048/1-002 . Para la
calibracion se utilizan las siguientes soluciones tampodn: solucion tampén biftalato pH 4, solucién
tampon fosfato pH 7 y solucion tampon borato pH 10, todas de la firma J.T. Baker. Estas
soluciones fueron verificadas por el proveedor, con soluciones tampoén estandar NIST. En esta

calificacion se verifican lo siguientes parametros:

a. Verificacion del Potenciometro: Lectura en mV de las soluciones tampén estandar pH
4,00, 7,00 y 10,00 y comprobacién de que las mismas se encuentren dentro de las

especificaciones.
b. Porcentaje de Tiempo de Respuesta: Para comprobar si el electrodo esta sucio.

c. Calibraciéon de Sistema Potenciométrico: Se calcula la eficacia del potencidmetro
dividiendo la pendiente obtenida (potencial (mv) versus pH) entre la pendiente tedrico (-59.16)

y multiplicando la fraccién por 100.

d. Verificacion de la Calibracién: Comprobar si se cumple la siguiente condicion: bo = o =
0 (intercepto) y b = B = 1 (pendiente) en la curva: valores de pH obtenido versus valores de pH

teodricos.

e. Prueba de Repetibilidad: Se comprueba la repetibilidad de las mediciones de pH de 3
soluciones de referencia: pH 4.00, 7.00 y 10.00 a una temperatura de 25° C durante 5 dias

consecutivos y por analistas diferentes *4.
4.2.3. Balanza analitica OHAUS EXPLORER .,

Se realiza una calibracion de la operacion de la balanza externa cada 6 meses. La calibracion la
realiza el ente calibrador: Infarma, el cual reporta la siguiente cadena de trazabilidad: patrones
de trabajo con certificados N° 20060515-3C y N° 20060531-16J de junio-06 de Infarma, trazados
a los patrones de referencia con numero de serie 13728247 de SCM Metrologia y Laboratorios
S.A, los cuales estan trazados a los patrones de referencia con el certificado LACOMET
13720305 del Laboratorio Costarricense de Metrologia, pesas patron TROEMNER de: 20 g con
certificado de calibracion N° 422032B-1, 50 g con certificado de calibracién N° 422032A-1 y 100
g con certificado de calibracién N° 422032-1.

En cada calibracion se realizan las siguientes pruebas a la balanza:

a. Prueba de linealidad
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b. Prueba de Repetibilidad
c. Prueba de Excentricidad
Semanalmente se realiza una verificacion de la deriva de la balanza.

4.3. MATERIALES:

4.3.1. Cristaleria y otros:
Matraz volumétrico 50 + 0.06 mL Clase A
Matraz volumétrico 50 + 0.10 mL Clase B
Matraz volumétrico 100 + 0.08 mL Clase A
Matraz volumétrico 100 + 0.16 mL Clase B
Pipeta volumétrica 1,0 £ 0.006 mL Clase A
Pera pipeta
Beaker 100,0 mL
Espatula de acero
Embudo de plastico
Papel aluminio
Jeringas descartables
Papel filtro: No. 2 6 4
Probeta: 50, 100, 500 mL
Filtros tipo acrodiscos de 0.45 micras

4.3.2. Reactivos:
Fosfato de potasio monobasico (KH,PO,) grado reactivo
Acido fosfdrico concentrado grado reactivo

Estandar de Clotrimazol USP. Numero de lote vigente KOC282.
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Muestra de referencia interna de Tri-Clor Crema. Muestras preparadas a cinco niveles de
concentracién de Clotrimazol: 50, 80, 100, 120 y 150 % de la cantidad declarada de

Clotrimazol en Tri-Clor Crema
Placebo Tri-Clor Crema

Agua destilada. Caracteristicas: pH: 5.0-7.0; negativa a las siguientes pruebas: cloruros,
sulfatos, nitratos y amoniaco, calcio, anhidro carbdnico, metales pesados, materia organica

y conductividad menor 0.5 pS/cm.
Metanol grado HPLC
Etanol 95 % grado reactivo

Todos los reactivos utilizados son de la marca MERCK. Vigentes y de calidad reactivo. EI Metanol
a utilizar es de calidad HPLC. El Etanol a utilizar es de calidad reactivo.

4.3.3. Parametros de calibracion de la cristaleria.

Se realiza una comprobacion cada dos afios del material volumétrico de medicion. A cada material
se le determina el volumen de agua, medido por el mismo, a una temperatura de 20° C (tanto el
material como el agua). Se realizan 10 determinaciones por cada material y el valor promedio de
volumen obtenido debe de encontrarse dentro de la tolerancia especificada por el material. El
procedimiento de verificacion de la cristaleria se encuentra descrito en PET-CC049 1°.

4.4. PROCEDIMIENTO

Debido a que las normativas para la validacion de métodos analiticos que rigen a la industria
farmacéutica son la de la ICH !y la de la USP, se establecié la normativa de la ICH ! para la
validacion de los métodos analiticos de Laboratorios Andifar. Para cumplir la evaluacién de los
diferentes parametros de validacion, se utilizaron herramientas que no estan descritos en esta
guia. Como modelo se utilizé la validacion de la determinacion de Clotrimazol por HPLC en Tri-

Clor Crema, la cual se presenta a continuacion:

4.4.1. METODO DE ENSAYQ 64748

4.4.1.1. Preparacion de soluciones.

e Solucién de KH,PO, (29.0 mM, pH 2.5). Se disolvié 0.394 g de KH,PO,4 en 90 mL de agua
destilada. Una vez disuelto se ajusté a pH 2.5 con acido fosférico concentrado. Se llevo a

matraz volumétrico de 100 mL y se enras6 con agua destilada.
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e Fase mdévil. Se mezclé 150 mL de metanol con 50 mL de solucion de KH,PO, 29 mM, pH
2.5; proporcion (75:25). Se pasé a través de filtro de membrana de 0.2 micras y se

desgasificd. Se midieron los volumenes de forma individual y después se mezclaron.
4.4.1.2. Preparacion del estandar.

Se transfirieron 125.0 mg de Clotrimazol USP, pesados con exactitud, a beaker de 100 mL. Se
afadié al beaker 20 mL de etanol y se aplicd ultrasonido durante 5 minutos. Auxiliandose de un
embudo, se transfirid el contenido del beaker hacia matraz aforado de 50 mL. Se realizaron
lavados al beaker en tres ocasiones con 5,0 mL de etanol cada vez, de forma tal que todo el
contenido se trasvasé al matraz (no se vird el beaker hasta realizar los tres lavados). Se cerré el
matraz volumétrico y se esperé a que alcance temperatura ambiente. Una vez alcanzada, se
enraso con etanol, se cerrd y agité vigorosamente (solucion madre del estandar). Se tomd6 1 mL de
la solucién madre del estandar y se transfirié a matraz volumétrico de 25 mL, se llevé a marca de
aforo con fase mévil y se mezcl6. Se filtro a través de filtro de 0.45 micras o con menor tamarfio de

poro.
4.4.1.3. Preparacién de valoracion.

Se peso con exactitud en beaker de 100 mL una cantidad de Tri-Clor Crema equivalente a 5,0 mg
de Clotrimazol (0,500 g de Tri-Clor Crema). Se calenté moderadamente la crema hasta que se
fundié (regulador de la plancha calefactora entre 3 — 4). Se afiadieron 10,0 mL de etanol al beaker,
se calentd hasta ebullicion de manera que se disolviera toda la crema (solo hasta inicio de
ebullicion). Auxiliandose de un embudo, se transfirio el contenido del beaker hacia matraz
volumétrico de 50,0 mL. Se recuperd lo que quedd en las paredes del beaker con tres lavados de
2,0 — 3,0 mL con fase movil (no se viro el mismo hasta realizar el lavado de las paredes). Se
afnadieron 10,0 mL de fase movil al beaker y se calenté nuevamente hasta ebullicion para disolver
los restos de crema adheridos a las paredes y el fondo del beaker. Se trasvasé el contenido del
beaker al matraz volumétrico de 50,0 mL, auxilidndose del embudo. Se recupero lo que quedo en
las paredes del beaker con tres lavados de 2,0 — 3,0 mL con fase movil. Se llevé a marca de aforo
con fase movil. Se espero que alcance la temperatura ambiente durante 15 minutos y se enrasé
nuevamente. Se aplico ultrasonido durante 30 minutos. Se agité de forma manual y vigorosa a los
10,0 minutos de haber iniciado la aplicacién del ultrasonido y al final de la aplicaciéon del mismo.
Se dejoé en reposo el matraz volumétrico durante 30,0 minutos. Se filtr6 utilizando papel whatman
No. 2 — 4 (se desecho el primer filtrado). Finalmente se tomé una alicuota de este filtrado y se filtrd

a través de filtro de 0.45 micras o con menor tamano de poro.

4.4.1.4. Sistema cromatograéfico.
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Se equipé un cromatdgrafo de liquidos con un detector a 230 nm, con una columna de 4.6 mm X
15 cm rellena de material L1 (C18) de 10 ym y temperatura de la misma a condiciones
ambientales (Temperatura ambiental del laboratorio: 20 — 28° C). La velocidad de flujo fue de 1,0

mL por minuto.
4.4.1.5. Procedimiento.

Se inyectd por separado en el cromatégrafo, volumenes iguales (20 ulL) de la Preparacién del
estandar y la Preparacion de valoracion. Se registraron los cromatégramas y se midieron las
respuestas correspondientes a los picos principales. Se calculd la cantidad, en mg, de Clotrimazol

(C22H;17CIN,) por g de crema, utilizando la férmula:

£ AnraVouraPes0s1pPstoVastos
AstoWVpstoiVpstoa R

En donde, f: mg de clotrimazol por g de crema; Ayra: Area de la muestra; Astp: Area del estandar;
Vpwmra: Volumen dilucion de la muestra (50 mL); Pesostp: peso del estandar; Pstp: Pureza del
estandar; Vastps: Volumen alicuota del estandar (1 mL); W: Peso de la muestra; Vpstp1: Volumen
dilucion No. 1 del estandar (50 mL); Vpstp2: Volumen dilucion No. 2 del estandar (25 mL) y R:

Recobrado.

4.4.2. DISENO METODOLOGICO DE VALIDACION

4.4.2.1. Desarrollo del Plan Maestro de Validacién de Laboratorios Andifar 3 *°.,

Se desarroll6 el Plan Maestro de Validacion de Laboratorios Andifar, el cual incluye: validacion de
procesos productivos, validacion de procedimientos de limpieza, validacion de sistemas de aire y
aguas y validacion de métodos analiticos. El plan maestro de validacién se planifico en varias

etapas a ser implementadas en un periodo de 8 afos.

4.4.2.2. Desarrollo del Plan Maestro de Validacién del Laboratorio de Control de Calidad 3*
49, 50]

Este Plan Maestro se supedita al Plan Maestro de Validacién de Laboratorios Andifar, se incluyé la
calificacion del instrumental, calificacion del personal y la validacion de métodos analiticos,

planificado en etapas que deben cumplimentarse en un periodo de 2 anos.

4.4.2.3. Desarrollo del Protocolo de Validacion de la Determinacion de Clotrimazol por HPLC

en Tri-Clor Crema 1 %°1],
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En este documento se incluyd el titulo, la fecha a partir de la cual esta vigente, el numero de
revision, la fecha de la préxima revision, el personal que lo confecciond, lo revisd y aprobd.
También se incluyo el objetivo, el alcance del método, una justificacion del porqué la metodologia
utilizada es la apropiada, la responsabilidades del personal involucrada en la validacién del
método, la cualificacion del instrumental y su funcionamiento, el muestreo y su procedimiento de
muestreo, la descripcion del método, las fuentes de incertidumbre y los factores criticos del
ensayo. Por ultimo se incluyo la relacion de parametros a evaluar, el disefio experimental y los

criterios de aceptacion por parametros.
4.4.2.4. Parametros evaluados, disefio experimental y criterios de aceptacion.

4.4.2.4.1. Evaluaciéon del Desempeno Instrumental.

[36] [37]

Se evalué el desempefio cromatografico de los equipos Agilent > y Perkin Elmer ", para ello se
realizaron inyecciones repetidas de una muestra de Tri-Clor Crema al 100 % de la cantidad
declarada de Clotrimazol (6 réplicas) preparado segun acapite: “4.4.1.3. Preparacion de
valoracién®, pagina 39. Los criterios de aceptacion para el pico de Clotrimazol y la precision del

sistema para ambos equipos cromatograficos:
Eficacia, N: Se recomienda que sea superior a 2,000.

Factor de Simetria, T: Preferiblemente valores entre 0.8 y 1.5, aunque pueden aceptarse valores
de hasta 2.0

Capacidad, K: Preferiblemente superiores a 2.

Repetibilidad del Sistema, Sr. desviacion estandar relativa menor que 2 %.

Estos criterios fueron obtenidos de la bibliografia consultada ¢ 4748,

4.4.2.4.2. Evaluacioén de la Exactitud.
a. Exactitud.

Para la determinacion de la exactitud se utilizd el procedimiento recomendado por la Guia Q2 (R1)
[ descrito en la pagina 11, ver: “3.2.3.1.3. Guia Q” (R1) ICH ", exactitud’. A partir de un placebo
de Tri-Clor Crema y adicionando cantidades fijas de Clotrimazol, se prepararon 3 muestras que
contenian 3 niveles de concentracion de Clotrimazol (80%, 100% y 120% de la cantidad declarada
de este principio activo en la Crema). Siguiendo el procedimiento descrito en: “4.4.1. Método de

Ensayo”, pagina 38, se realizaron 3 determinaciones de Clotrimazol para cada nivel de
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concentracién (9 determinaciones). Para cada analisis se determind el recobrado: dividiendo el

valor observado entre el valor esperado y multiplicandolo por 100.

Se realizé una prueba estadistica t para determinar si el recobrado promedio diferia del 100 %, el

calculo experimental del estadistico t se realizé utilizando la siguiente formula 2

¢ 100 — Recuperacion Promedio|x\/ﬁ
° CV.

Criterio de Aceptacion: Se comparo el valor de t experimental con el tabulado: t (P=0.05; grados
de libertad: n-1)=2.306, donde se rechazaria la hipotesis nula (Ho) (Recobrado = 100%), si el valor

de t experimental era mayor que el tabulado.
Calculo del intervalo de confianza de la recuperacion.

El intervalo de confianza se calcul6 de la siguiente manera:
Intervalo = R+ 2up,

En donde R se calculé como se indica en el acapite “5.2.4. Estimacion del recobrado”, pagina 64 y
Ui se calcul6 como se indica en el inciso j. del acapite “5.9.5. Calculo de las incertidumbres”,

pagina 86.
b. Errores sistematicos.

Para corroborar la no existencia de errores sistematicos, se procedié de la siguiente manera: A
partir de un placebo de Tri-Clor Crema y adicionando cantidades fijas de Clotrimazol, se
prepararon 5 muestras que contenian 5 niveles de concentracion de Clotrimazol (50%, 80%,
100%, 120% y 150% de la cantidad declarada de este principio activo en la Crema). Siguiendo el

procedimiento descrito en: “4.4.1. Método de Ensayo”, pagina 38, se realizaron 3 determinaciones

de Clotrimazol para cada nivel de concentracion (15 determinaciones desde la pesada). Para
realizar la calibracion del equipo se utilizé una curva de 5 niveles de concentracion del estandar de

Clotrimazol. Se graficaron los valores esperados (eje x) versus valores obtenidos (gje y).

Se determinaron la pendiente (b;) y el intercepto (by), para realizar estas determinaciones se
procedié como se indica mas adelante en: “4.4.2.4.5. Evaluacion de la Linealidad“, pagina 47. Se
comprobd que el intercepto no difiriera de cero y la pendiente de uno mediante la comparacion del
valor de t critico con el t tabulado (tqo 05 n2 = 3.182). Los valores de t critico se calcularon de la

siguiente manera:
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-0

b,

Para el intercepto: t, = bOS

-1

: b,

Para la pendiente: {, = —
bi

Los errores de la pendiente y del intercepto se calcularon como se indica en el acapite “4.4.2.4.5.

Evaluacion de la Linealidad®, pagina 47.

c. Comparacioén de la curva de calibracidon por adicion de patrén con la de calibracién

normal 5.

La curva de muestras adicionadas obtenida en el acapite anterior “b. errores sistematicos” se
comparo con la obtenida con el estandar de Clotrimazol puro (5 niveles de concentracion). Se
determiné si las variancias eran homogéneas mediante una prueba F y mediante una prueba t se

compararon si las pendientes eran iguales.

El valor de F critico se calcul6 de la siguiente manera:

AP Q2

_ xly .
F, _—CCNSZ ; Los valores de S
xly

2

%/, S€ calcularon como se indica en “d.2. Error residual’, pagina

48.
Este valor se comparé con el valor de F tabulado: F o 975, gi numerador: n1-1, gi denominador: n2-1) = 9.6095.
Y el valor de t critico se calculd como se describe a continuacion:

AP N
‘b,.C _pce

Cc

AP @2 CCN 2
P82 -CN 2
Este valor se comparé con el valor de t tabulado, t.gs, n1+n2-2) = 2.306.

d. Estimacién del recobrado ®*.

Para la determinacion del recobrado se utilizé la ecuacion siguiente:
b,
Rc =—"CPA x100
iCCN

4.4.2.4.3. Evaluacién de la Precisién. %32
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a. Disefio anidado completo.

Para la determinacion de la precisién intermedia, se utilizd el disefio anidado, propuesto por
Maroto, A. ®? en el cual se analizd una muestra homogénea, utilizando el procedimiento analitico,
un numero n de veces y variando entre cada ensayo todos aquellos factores que se pensaba,
afectaban a los resultados. El tipo de disefio anidado utilizado fue el completo, “fully-nested

designs”.

Los factores que se variaron para obtener la precision intermedia de series diferentes fueron:
analistas, instrumentos, dias y replicados. La Figura 1. muestra como se ordenaron estos factores

en el disefio anidado.

Figura 1. Factores del disefio anidado.

Analista ;) .... Analista .... Analista
Instrumento, ... Instrumentoy, ... Instrumento,
|
| | |
Diay ... Diag Dia )
|
| | |
Replicado ¢ .... Replicado ) .... Replicado (,

Siguiendo el disefio de la Figura 1., se analiz6 una muestra homogénea y estable de Tri-Clor
Crema por 2 analistas (m). A su vez, cada analista analiz6 dicha muestra en 2 instrumentos (q)
diferentes. En cada uno de esos instrumentos se analizo la muestra en 2 dias (p) diferentes y cada
uno de esos dias, se hicieron 3 replicados de la muestra. Para evitar infraestimar el efecto del dia
sobre la variabilidad de los resultados, las medidas obtenidas con los diferentes instrumentos se
realizaron en diferentes dias, es decir no se analizaron las muestras en un mismo dia con dos

instrumentos.

El analisis de Clotrimazol en la muestra de Tri-Clor Crema se realizd como se describe en el

acapite “4.4.1. Método de Ensayo”, pagina 38, y como se representa en la siguiente tabla.
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Tabla 11. Representacion del disefio anidado.

Analista 1 Analista 2

Instrumento 1 Instrumento 2 Instrumento 1 Instrumento 2

Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2

Replica1 | Replica1 | Replica1 | Replica1 | Replica1 | Replica1 | Replica1 | Replica 1

Replica2 | Replica2 | Replica2 | Replica2 | Replica2 | Replica2 | Replica2 | Replica 2

Replica3 | Replica3 | Replica3 | Replica3 | Replica3 | Replica3 | Replica3 | Replica3

b. Analisis de varianza para la precision.

Una vez obtenidos los resultados de la aplicacion del disefio anidado se procedié a realizar un
analisis de varianza para determinar como afectan los diferentes factores la variabilidad del
método. La manera que se procedid para realizar los calculos de la varianza de los diferentes

factores se muestra en la Figura 2.

Figura 2. ANOVA para un experimento anidado completo de cuatro factores.

Fuente Cuadrados medios gl Cuadrados medios esperados
m k]
Analista s Q'P-H-;L»\’r—»‘fl - gp-n-64 +pa-ol +no% +o’
A m-1
m g
0.y Yiz -%.) , .
Instrumento P“'ﬁf"_l“rf Yi) m-(g-1) pnol el 40!
MSy =——
" m-(g-1)
L
. NYYNi7 -7} . .
Dia f ;ﬁﬁ“{“ W mg(p) n-¢ 45!
MS =———
1 ]
m-g(p=1]
m § P o
: YYVY .
Replicado BN Ak m-q-p-(n-1) o
ll\'jSE—Jlllljll : T
' m-gp(n-])
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4.4.2.4.4. Evaluacioén de la Especificidad.

La ICH ® recomienda realizar la evaluacion del farmaco o producto farmacéutico en la presencia

de impurezas y excipientes.
a. Interferencia de excipientes.

Para evaluar si los excipientes interferian en la determinacion del Clotrimazol, se prepardé un
placebo del producto Tri-Clor Crema y se analizé segun la metodologia propuesta en el acapite
“4.4.1. Método de Ensayo”, pagina 38.

Se evalud la presencia 0 ausencia de sefial en la zona correspondiente el tiempo de retencion del
Clotrimazol. Como criterio de una buena especificidad se utilizé que de existir una sefial en la zona
correspondiente al pico de Clotrimazol, esta debia ser inferior al 1.0 % de la sefial de una muestra
de Tri-Clor Crema preparada a una concentracion igual al 100 % de la cantidad declarada de

Clotrimazol (10 mg / mL).
b. Capacidad del método de discernir entre el Clotrimazol y sus productos de degradacion.

Los principales productos de degradacion del Clotrimazol son los producidos por la hidrolisis acida
de esta molécula °. Los productos formados por esta hidrélisis son el Imidazol y el Compuesto
Relacionado A de Clotrimazol “?l. En el Laboratorio no se contaba con los mismos por lo que se
realizé una degradacion artificial de la molécula de Clotrimazol. Para estos fines se utilizé el

procedimiento que se describe a continuacion.
La degradacion artificial de la materia prima consto de lo siguiente:
b.1. Hidrdlisis acida:

En “beaker’ de 100 mL se pesaron 50 mg de Clotrimazol y se disolvieron en 40 mL de HCI 0.1 N
utilizando un bafio ultrasénico Cole-Parmer %l Se trasvasé el contenido del “beaker’ a matraz
aforado de 50 mL y se enrasé con HCI 0.1 N. Posteriormente a esta solucién se le realizé
calentamiento con reflujo durante 20 minutos (temperatura a 100 °C). Se formé un precipitado de
color amarillo, el cual se separ6 de la solucion de HCI 0.1 N utilizando filtracion al vacio (filtro de
0.45 micras). El precipitado se disolvié en 50 mL de metanol, luego se tomé una alicuota de 1,0
mL de esta solucidén se trasvaso a matraz volumétrico de 20 mL y se enrasé con fase movil. Al
filtrado también se le realizo una dilucién de 1 mL en 10 mL de fase mdévil. Tanto el precipitado
como el filtrado se analizaron utilizando el método descrito en los acapites correspondientes de

“4.4. Procedimiento”, pagina 38.

46.



IV. Parte Experimental

b.2. Hidrélisis basica: se procedid como se indica en hidrdlisis acida pero en lugar de utilizar
0.1 N de HCI, se utilizdé 0.1 N de Hidréxido de sodio.

4.4.2.4.5. Evaluacion de la Linealidad.

La evaluacién de la linealidad se realizé utilizando el procedimiento de la ICH ® donde recomienda

al menos 5 niveles de concentracion.
a. Muestras obtenidas por adiciéon de estandar a un placebo de Tri-Clor Crema.

A partir de un placebo de la crema Tri-Clor, preparado internamente, se prepararon 5 niveles de
concentracién de Clotrimazol por adicion del mismo al placebo (50, 80, 100, 120 y 150 % de la
cantidad declarada de Clotrimazol). Cada nivel de concentracion se le realizé6 un analisis (por
triplicado) de Clotrimazol utilizando el procedimiento descrito en el acapite “4.4.1. Método de
Ensayo”, pagina 38. El 100 % de la cantidad declarada de Clotrimazol es de 10 mg por g de
crema. Como las muestras se prepararon a nivel de laboratorio las concentraciones reales fueron
(50.322, 80.550, 100.320, 120.598, 150.301).

b. Curva de calibrado.

Se representd la curva de calibrado utilizando el programa de computadora Microsoft Excel 2003

551 para comprobar a simple vista si las variables estaban correlacionadas linealmente.

c. Ensayo estadistico de Bartlett.

Para determinar si la magnitud de los errores en los valores de y son independientes de la
concentracion de analito se realizo el test de Bartlett de homogeneidad de varianzas. Se calcul6 el

parametro M utilizando las siguientes expresiones:

RIS P e e (s

i1 i1 C=1+

Como criterio se utilizd que si M < ¥ las varianzas son homogéneas. Para la determinacion del

valor critico de X se utilizé n-1 grados de libertad = 9.488.
d. Regresion lineal simple no ponderada.
d.1. Recta de regresién y sobre x. Coeficiente de correlacion.

Aqui se determiné la recta de regresion de y sobre x utilizando las siguientes expresiones:
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Intercepto (bo) = y— b,

i

Xy
X

S
Pendiente(bi) = S

XX

)

N2
S =X .

X
n

En donde: S,, = zxy -

;oY
n

Xy

n

Asi mismo, para determinar el coeficiente de correlacion lineal r se utilizé la siguiente expresion:

S
r=—2_
v Sxxsyy
2
Endonde: S, =)y’ - (Zy)

n
Para comprobar la significacién de la regresién se tomo

correlacion debera ser > 0.990.

d.2. Error residual, error del intercepto y de la pendient

Aqui se determinaron los errores para la pendiente, el

siguientes expresiones:

Endonde y = bi(xi)+ bo

Error de los residuos (S,,,) =

xly

VS

Error de la pendiente (S,; ) =

Error del intercepto(S,,)=S,,,

como parametro que el coeficiente de

o [56.57]

intercepto y la residual utilizando las

2.x

nS

XX

d.3. Determinacién del intervalo de confianza de la curva de regresion. ™

Para la determinacion del intervalo de confianza se utilizé la siguiente expresion:

A

Intervalo de confianza =y +t,,,S

L +
oal—
xXry n
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_A 2
Endonde : S, = /SSI:; _ 2 2)’)
n-— n—

Para la determinacién del valor de t en el intervalo de confianza de la curva de regresién se utilizé

n-2 grados de libertad con un nivel de confianza de 95.0 %.

d.4. Determinaciéon de los intervalos de confianza para la pendiente y para el

intercepto. ©*°!
Para la determinacion de los intervalos de confianza se utilizaron las siguientes expresiones:

Intervalode confianzaparala pendiente(b;) =b, +t , , , Sy
Intervalo de confianza para el intercepto (b, )=b, +t.,,,S,,

En donde:

S
Sbi = =

|20 -2

En el intervalo de confianza para la pendiente no debe estar incluido el valor cero (0) y en el

intervalo de confianza del intercepto debe estar incluido el valor cero (0).

Para la determinacién del valor de t en el intervalo de confianza para la pendiente y el intercepto
se utilizé n-2 grados de libertad con un nivel de confianza de 0.95. El valor de t para estas

condiciones es de 3.128.
d.5. Calculo del error aleatorio asociado a la determinacion de una concentracion. °®

Se prepar6 una muestra de Tri-Clor Crema (por duplicado) utilizando el método para la

cuantificacién de Clotrimazol descrito en el acapite “4.4.1. Método de Ensayo”, pagina 38. A partir

de las areas obtenidas (valores de ¥) y utilizando la recta de regresion obtenida en “d. 1. Recta de

regresion y sobre x. Coeficiente de correlacién”, se calculd la concentracién de Clotrimazol en la

Crema.

Para el calculo del error aleatorio asociado a la determinacion de la concentracidn de Clotrimazol

en la Crema, se utilizo la siguiente expresion:
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En esta ecuacion, y, es el valor experimental de y a partir del cual se determina el valor de la
concentracion x,, Sxoes la desviacion estimada de x,, los otros simbolos tienen su significado
habitual. En este caso se realizaron dos lecturas para obtener el valor de y, por lo que el valor de

m fue igual a 2 y como fueron 5 niveles de concentracion, el valor de n fue 5.
d.6. Grafico de residuales.

Para examinar la falta de ajuste del modelo, se graficaron los valores de los residuales (y;— y)
versus los valores predichos de y; por el modelo de regresion lineal. Se comprobé la tendencia de

los residuales.
d.7. Comprobacion del ajuste a un modelo lineal.

Para la comprobacién del ajuste de los datos al modelo lineal se utilizé el programa Microsoft
Excel 2003 .

Se localizé el “Analisis de datos” dentro de “Herramientas” en la barra de Herramientas de
Microsoft Excel. Anteriormente se tuvo que activar esta funcion, la forma en que se procedié se

describe en la ayuda de Microsoft Office.

E Microsoft Excel - Libro1
ljl_] Archive  Edicidn  Yer  Insertar Formato

Herramientas- | Datos  Yentana
L_}'H _3_|l|j_.l|’?ﬂ,|ﬁ—1=]§ COrkografia. ., F7

A

=10 ~| N & § |§ Eurocorsersion. .. :E_
A1 - = Probeger %
&, B | 5 | Solver,.. :

L Complementas, .,

Personalizar. ..

Opciones. .,

analisis de dakas. ..

W
2

Dentro de la Herramienta “Anélisis de Datos” se escogio la funcion “Regresion”.
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Ii'_] archiva  Edicidn  Wer  Insertar  Formako  Herramientas  Dakos  Ventana 2

AT = R M= W - & = | .S S
] -1l | o gng <8 o
B2 - i~
A, | B | C | 5] | E |
1 Concenttacion | Respugsta) |
=20 v 50,322 \ 1683 424
3 E a0 550 : 2BR3.373
4 ! 100.320 E 3340.772
5 ! 120.593 ! 4133.621
(=} S 150 301 ' 5171.554
i
Bzl Represion
9 Entrada
= = Acept
1 D_ Rargo ¥ de entrada: | $ofeiCEs
11 R N Cancelar
12 Rango ¢ de entrada: | $B42: $B46| B
T et ok ek s
14 Rotulos [ Constante igual a cero
15 | Mivel de corfianza |95 'S
i
17 opciones de salida = S
18 | (%) Rango de salida: i_$3$12 e
;g () En una hoja nueva: .
=1 () En un libro nusva
29 Residuales
25 | Residuos Grafico de residuales
24 | Residuos estandares Curva de regresion ajustada
25 | Probabilidad normal
g? 2 Grafico de probabilidad normal
28

Criterio de aceptacion: el valor de F calculado en la regresion debe ser mucho mayor que el F

tabulado = 18.51 (grados de libertad numerador, 1; grados de libertad denominador, 2).

d.8. Evaluacion de la falta de ajuste en la Regresion Lineal. "

Cuando se tiene mas de una observacion por nivel de la variable independiente, se puede realizar
un ensayo para la falta de ajuste del modelo ajustado, dividiendo la suma de cuadrados del error

residual (SSE) en dos fragmentos:
d.8.1. error experimental puro (SSP,,) y
d.8.2. falta de ajuste (SSraia)

Es decir, que matematicamente la falta de ajuste (SSE) se represento de la siguiente forma:
SSE = SSPey, + SSratta

Para la comprobacion si el modelo de regresion lineal es apropiado, se procedioé de la siguiente

manera:

Como hipétesis nula (Ho) se planteo que el modelo de regresion lineal es apropiado y como

hipotesis alternativa (Hi) que el modelo de regresion lineal no es apropiado.
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Se determinaron los cuadrados medios utilizando las siguientes expresiones:

SSP,,  2,Wi-vi)

MS _ exp

o Z(ni -1 Z,(ni -1
s _ SSE-SSP,,

Falta — n—2—2(n—1)

Se calculd el valor de F:

M SFalz‘a
MS

exp

F =

Como criterio de aceptacion de la hipotesis nula, se utilizé que el valor de F calculado debe ser
menor que el valor de F tabulado, con grados de libertad del numerador: n-2-Z(n-1) = 3, grados de

libertad del denominador: £(ni-1) = 10 y un valor de a de 0.05. El valor de F tabulado fue de 3.71.
4.4.2.4.6. Evaluacion del Rango.

Para la evaluacién del rango, se tomo los resultados de la linealidad, precisién y exactitud.
4.4.2.4.7. Evaluacion del Limite de Deteccion y de Cuantificacion.

a. Evaluacion de parametros.

Los ensayos para los parametros limite de deteccidn y de cuantificacién se realizaron en el equipo
cromatégrafico Agilent 1100 Series. Para la determinaciéon del limite de deteccion se utilizoé el
método basado en la relacién sefal — ruido, propuesto por la ICH y para el calculo se utilizaron las
formulas propuestas por la IUPAC 8. La determinacién de la relacion sefial — ruido se llevo a
cabo por comparacion de la sefal de muestras de analito de concentraciones bajas con muestras
blanco y estableciendo la minima concentracién a la cual el analito es consistentemente
detectado. Para esto, se procedid a analizar una muestra Placebo de Tri-Clor Crema (10 veces),
utilizando el método para la cuantificacion de Clotrimazol descrito en el acapite “4.4.1. Método de
Ensayo”, pagina 38. A cada corrida del placebo se le determind el ruido, auxilidndose con el
manual del Cromatégrafo Liquido de Alta Resolucién Agilent 1100 Series, por el método del ASTM

5% Se calculé el promedio (y,) y la desviacién estandar (Sy,) de estos ruidos, el resultado

promedio se expresd en mAU. Posteriormente se prepararon 10 muestras del analito Clotrimazol a
una concentracion de 0.1 yg / mL, se les realizaron corridas cromatograficas utilizando el mismo

procedimiento para la cuantificacion de Clotrimazol. Para cada corrida se tomo el dato de la altura
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(correspondiente al pico de Clotrimazol) y se calculé el valor promedio (yp) y la desviacion

estandar de estas alturas (Syp). Se calculd el valor de y, utilizando la siguiente expresion:

Ya ZYD_;’b

Los limites de deteccién y cuantificacion se calcularon usando las siguientes expresiones:

_ _ 3.29S,
Limite de deteccion (LD)=—=C,
Ya
. o 10S,
Limite de cuantificacion (LC) = =C,
Ya

b. Comprobacién de parametros.

Se prepararon muestras a las concentraciones encontradas del limite de deteccion y cuantificacion

para comprobar los valores.
b.1. Comprobacion del Limite de Deteccidn.

Se prepararon dos muestras de Tri-Clor Crema a concentraciones de Clotrimazol de 0.050 ug /
mL y 0.100 pg / mL. Se comprobo que a estas concentraciones pudiera detectarse la molécula de

Clotrimazol.
b.2. Comprobacion del Limite de Cuantificacion.

Se prepar6 una muestra de Tri-Clor Crema a una concentracion de Clotrimazol de 0.150 ug / mL
(concentracion cercana al limite de cuantificacion calculado). Se cuantificd la concentracion de

Clotrimazol utilizando el procedimiento descrito en el acapite “4.4.1. Método de Ensayo®, pagina

38, con la diferencia que el estandar de Clotrimazol se preparé a una concentracion de 0.150 g /
mL.

4.4.2.4.8. Evaluacién de la Robustez. ©”

Para la determinacion de la robustez, se utilizo el disefio factorial de Youden-Steiner % el cual es

una de las metodologias utilizadas para estudiar la robustez.

El método de Youden-Steiner ®® permite estudiar la influencia o efecto resultante de la
modificacion de 7 factores descritos en el método mediante 8 experimentos. Las variables
seleccionadas se indican con letras mayusculas (A, B, C, D, E, F). Los valores alternativos o

modificados estan indicados por letras minusculas (a, b, c, d, e, f). En los ocho experimentos a

53.



IV. Parte Experimental

realizar tiene que haber 4 parametros en mayusculas (valores nominales) y 4 en minusculas
(valores alternativos) no tratandose de evaluar un intervalo simétrico de variabilidad sino un valor

concreto.

Tabla 12. Matriz resultante para el disefio factorial de Younden-Steiner

Ensayo

Factor

1 2 3 4 5 6 7 8
Ala A A A A a a a a
B/b B B b b B B b b
C/c C c C c C c C c
D/d D D d d d d D D
E/e E e E e e E e E
F/f F f f F F f f F
G/g G g g G g G G g
Resultado S t u % w X y z

Para cada factor se calcula el efecto que supone utilizar el valor indicado en el método (Vp) y el
alternativo (Vy). Dicho efecto se calcula como la media de los resultados obtenidos en los
experimentos en los que ha utilizado. Por ejemplo, el efecto de cambiar el valor “D” por “d” se
calcula:

(s+t+y+z) (U+v+w+X)

VoV =

Las diferencias mas elevadas indicaran que los factores correspondientes tienen mayor influencia
que el resto sobre la precisiéon del método. Estadisticamente una forma de decidir si la influencia
de un factor es relevante consiste en comparar el valor del efecto con la expresién sV2, donde s es
la desviacion estandar obtenida en el ensayo de repetibilidad del método. Las diferencias

superiores en valor absoluto al resultado de esta expresidn se consideran significativas.

El sistema de Youden-Steiner ©”

puede aplicarse cuando el numero de factores es inferior a siete.
En este caso a los factores que quedaran sin variables se les debe asignar una operacion sin

influencia analitica. Légicamente, la diferencia para estas variables debe ser irrelevante.
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Para la evaluacién de la robustez del método, se realizdé una clasificacién de las variables que en
su momento se penso6 que pudieron afectar en los resultados de la determinacion de Clotrimazol
en Tri-Clor Crema, a las variables seleccionadas se le asigno las letras mayusculas y las variables
modificadas las letras minusculas. Asi mismo, a las variables libres se le asigné la expresion “sin
sentido”. Posteriormente se procedieron a realizar las ocho muestras con las variables asignadas
utilizando el método para la cuantificacién de Clotrimazol descrito en el acapite “4.4.1. Método de
Ensayo”, pagina 38 y como lo ejemplifica la Tabla 12. Matriz resultante para el disefio factorial de
Younden-Steiner %,

Una vez obtenido los resultados de los ocho analisis se tabulan los mismos como lo muestra la
Tabla 12. Matriz resultante para el disefio factorial de Younden-Steiner °. Posteriormente se
procedié a calcular para cada variable las diferencias de medias para cada parametro de forma

individual, como lo muestra la tabla siguiente.

Tabla 13. Calculo de la diferencia de respuestas para cada variable.

Parametros Diferencia
A-a Va = 1/4 (s+t+u+v) - 1/4 (W+x+y+2z)
B-b Vg = 1/4 (s+t+w+x) - 1/4 (u+v+y+2)
C-c Ve = 1/4 (s+tutw+y) -1/4 (t+v+x+z)
D-d Vp = 1/4 (s+t+y+z) - 1/4 (u+v+w+x)
E-e Ve = 1/4 (s+u+x+z) - 1/4 (t+v+w+y)
F-f Ve = 1/4 (s+v+w+z) -1/4 (t+u+x+y)
G-g Vs = 1/4 (s+v+x+y) -1/4 (t+u+w+2z)

Como criterio de aceptacidén para decidir si un parametro tiene influencia significativa sobre el
resultado o no, se comparé la diferencia obtenida para el cambio efectuado sobre ese parametro y
el producto de s (desviacion estandar del estudio de repetibilidad del método) y raiz de 2. Por
ejemplo, Si[V g] > S V 2 existe diferencia significativa. El valor critico de aceptacion es de 0.902 x
V2 =1.276.

4.4.2.4.9. Evaluacién de Ia Incertidumbre. ' 5% ¢

La determinacion de la Incertidumbre del método para la cuantificacion de Clotrimazol en Tri-Clor
Crema se realizé de acuerdo a los requisitos de la norma ISO/IEC 17025:2005 3!, humeral 5.4.6.,

siguiendo las directrices generales de la guia GUM ISO *, como se describe en el acapite “3.3.2.
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Aproximacion ISO”, pagina 31, utilizando como herramienta de calculo el programa de calculo
simbdlico MAPLE ',

a. Evaluacion del mensurando.

El mensurando en este trabajo se defini6 como el contenido de Clotrimazol en unidades de mg / g
determinada por cromatografia HPLC en la porciéon tomada de crema.

b. Identificaciéon de los componentes de la incertidumbre.

La identificacién de los componentes de las incertidumbres para cada variable se mostraron en un
diagrama de causa — efecto. Se identificaron 10 variables del modelo matematico que influyen en

la incertidumbre asociada a la cuantificacion de Clotrimazol en la Crema.
c. Cuantificacion de los componentes de la incertidumbre.
Se realizaron los calculos de las incertidumbres de las variables del modelo.

c.1. Incertidumbre asociada al volumen de dilucion No. 1 del estandar (Vpstp1), de dilucion de la

muestra (Vpwura), de dilucion No. 2 del estandar (Vpstp2) ¥ de la alicuota (Vastp1):

La incertidumbre en la medicion de volumen a partir de volumenes calibrados, se calculé tomando
en cuenta tres componentes: la incertidumbre del fabricante (Ulf2 ), la desviacion estandar de
calibracion (U;) y la incertidumbre debido al efecto que tiene la variacion de la temperatura

ambiental sobre la expansion de los liquidos (Uft ). La ecuacién utilizada fue la siguiente:

2 2 2

2 2 2 a S; (VaAt)

ug +u: +u = =+ =1
\/(f r At) \/6 n 3

En donde a es el coeficiente de expansion para la mezcla de solventes de la fase movil.

c.2. Incertidumbre asociada al peso del estandar (Pesostp) y peso de la muestra (W):

La incertidumbre en el peso se calculé a partir de los datos del certificado de calibracion de la
balanza utilizada en el ensayo. Los componentes involucrados fueron: la incertidumbre debido a la
resolucion de la balanza (ug), incertidumbre debido a la repetibilidad de las mediciones (u;) y la
incertidumbre de la linealidad de la calibraciéon (u.) (Como las pesadas fueron realizadas por
diferencia, ajustando el cero del recipiente de pesada, la incertidumbre de la linealidad se

multiplico por 2). Las ecuaciones utilizadas fueron:
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d/\ 2
JwZ +u? +2u?) = é +uf+2[§j

c.3. Incertidumbre asociada al area del pico cromatografico de la muestra (Aura) ¥ del estandar
(AsTp):

Para calcular la incertidumbre de las mediciones en las areas de pico es necesario tener en
cuenta tres componentes de la precision intermedia: las lecturas del area de pico cromatografico,

las del ruido y las de la deriva. El calculo de la incertidumbre se realizé utilizando la ecuacion:

2 2 2
u u u
U, =,—2+-2%4+
nrep nd nr
En donde:

Uy es igual a la incertidumbre del area del pico de Clotrimazol de la muestra de Tri-Clor Crema

(Uawra) O del area del pico de | estandar de Clotrimazol (Uasmo)

u?_es la desviacion estandar de las areas de los picos de la muestra de Tri-Clor Crema y del

rep
estandar de Clotrimazol, leidas en condiciones de repeticion intermedia, nep, = 3 mediciones

realizadas durante 8 dias, por dos analistas.

u§ es la desviacion estandar de la deriva calculada en una lectura diaria (ng) durante 8 dias, por

dos analistas.

uf es la desviacién estandar del ruido tomando la sefial del ruido de pico a pico usando la técnica

de ASTM a intervalos cortos de tiempo, calculada en una lectura diaria (n;) durante 8 dias, por dos

analistas.
c.4. Incertidumbre asociada a la pureza del estandar (Pstp)

El estandar USP con No. K0C282 ™ reporta una concentracion de 100% sin ninguna
incertidumbre asociada. Se asumira una pureza de 99.99 + 0.01 %. La incertidumbre estandar de
la concentracion de la solucion de referencia se obtiene dividiendo 0.01 entre la raiz cuadrada de

tres.

c.5. Incertidumbre asociada al recobrado (R)®”!
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La incertidumbre en el porcentaje del recobrado (ur) se calculo a partir de los resultados de la
comparacion de la curva de calibracion por adicion de patrén con la de calibracién normal

utilizando la siguiente expresion:

2 2
U =R SbiCAP + SbiCCN
R =

12 12
NeapDicap Noenblicen
d. Balance o presupuesto de la incertidumbre.

Para completar la tabla que muestra el presupuesto de las incertidumbres y el indice de
contribucién de cada variable a la incertidumbre combinada es necesario calcular los coeficientes

de sensibilidad.

Estos coeficientes se calculan a partir de la derivada parcial de la funcidon del modelo f con
respecto a cada una de las variables x; representadas en la ecuacion del modelo matematico. Para

el calculo de estos coeficientes se utilizé el programa de célculo simbélico MAPLE 9,

of
Cxi =
OX;

1
e. Calculo de la incertidumbre.

Para calcular la incertidumbre en la determinacién de Clotrimazol en la muestra de Tri-Clor Crema

se aplica la ley de propagacién de la incertidumbre. Se utilizé la siguiente ecuacioén:

ur = Z(Cxi XU, )2

f. indice de contribucién de los componentes y diagrama de Pareto.

La contribucion de cada variable a la incertidumbre asociada a la determinacion del contenido de
Clotrimazol en la muestra de Tri-Clor Crema se evalua con el indice de contribucién expresado en

porcentaje segun se expresa en la ecuacion siguiente:

na 9% — 4l 00

Z |Cxiuxi|

Los resultados del calculo realizado se presentan en forma de tabla. En esta tabla se presentan
también los resultados de los indices acumulativos. A partir de estos datos se construye el
diagrama de Pareto, en el cual se puede apreciar con mayor claridad las variables que contribuyen

significativamente en la incertidumbre.
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g. Estimacion del intervalo de confianza.

El intervalo de confianza del contenido de Clotrimazol en la muestra de Tri-Clor Crema del
presente trabajo, considerado un factor de cobertura k = 2, probabilidad del 95,45 %, se calcula de

la siguiente manera:
Y=y+U

En donde U es la incertidumbre expandida. (U = 2 x uy).
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

En el “Capitulo Ill. Investigacion Documental’ se hizo referencia a varias de las metodologias
existentes para realizar la validacién de los métodos analiticos, asi como la manera de evaluar de
forma experimental cada uno de los parametros de validacion. Se pudo constatar las diferencias
existentes entre las diferentes metodologias al momento de realizar la evaluacién a estos

parametros.

Como se indico en la parte experimental, se establecié la metodologia propuesta por la ICH ®! para
la validacion de los métodos analiticos de Laboratorios Andifar. Las normas de la ICH ! armonizan
las normas establecidas en la farmacopea de los Estados Unidos, Europa y Japon. El anexo 5 del
Informe 32 de la OMS ¥! es congruente con la normativa ICH  para la validacion de los métodos

analiticos.

5.1. Evaluacién del Desempeno Instrumental.

Los cromatogramas caracteristicos del analisis de Clotrimazol por HPLC en una muestra de Tri-

Clor Crema, obtenidos en los equipos Agilent *° y Perkin Elmer ®!, se muestran a continuacion.

Figura 3. Cromatdgrama tipico obtenido por el Cromatografo Perkin-Elmer.

208
Zazs
=

Fieo -
o

Figura 4. Cromatdgrama tipico obtenido por el Cromatografo Agilent.
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La tabla 14 muestra los parametros cromatograficos obtenidos por ambos equipos para el pico de

Clotrimazol y la precision obtenida con ambos equipos.

Tabla 14. Datos de la evaluacién de desempefio cromatogréfico.

. . . 36] Equipo Valores de
PRI Equipo Agilent Perkin-Elmer™" Referencia
> 2,000.
Eficiencia, N 3,584 (Tan) 2,895.50 (Tan) Especificaciones
Internas & 474
Factor de simetria, T | 1.193 (USP Tailing) 1.05 (USP Tailing) 08<T<15M
Capacidad, K 2.79 2.86 2<K<100
I 2 % para muestras
Repetibilidad del o o .
Sistema, RSD 0.85 % 0.63 % myec?adas
consecutivamente
:1'?,;"”° de retencion, 3.511 min. 4.29 min. 32-37y40-45
Area 3343.097 mAUxs 3,205,058.51 (uVxsec) -

Se observa como todos los parametros analizados cumplieron con las especificaciones
establecidas, lo cual indicé que las columnas y los sistemas se encontraban aptos para realizar el
proceso de validacion de método.

5.2. Evaluacion de la Exactitud.
Los resultados del estudio del parametro exactitud se muestran a continuacion.
5.2.1. Resultados de la Exactitud.

Tabla 15. Parametros y Resultados del Recobrado.

Concentracion
Porcentaje Estipulada | Concentracion | Recuperacion
Tedrico (%) (tedrico) Experimental (%)
81.088 100.667
80% 80.550 80.128 99.476
80.086 99.424
100.060 99.741
100% 100.320 99.997 99.678
99.073 98.757
118.056 97.892
120% 120.598 118.202 98.013
118.321 98.112
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Tabla 16. Resultado de t de student para la exactitud.

Promedio (% 99,085

Varianza 0,898

Desviacién Estandar 0,947

Coeficiente de Variacion (%) 0,956

Valor de t experimental 2,872

Valor de t tabulado t (p=0.05. n-1) = 2,306

En el “Capitulo Ill de Investigacion Documental’ se hizo referencia a las dos maneras de abordar
el parametro de la exactitud, por parte de las normativas de la ISO ' y de la EURACHEM !4
incluyen dentro de la exactitud, los parametros precision y veracidad. Es decir, la precision brinda
una medida de la dispersion de los resultados y la veracidad es la expresion de cuan cerca se
encuentra el resultado obtenido del valor verdadero. Por otra parte, las normas: Informe 32 de la
OMS M, Guia Q2 (R1) ®' ICH y las normas de la USP "%, no incluyen el parametro de la precisién
dentro de la exactitud, este parametro lo analizan de manera independiente por lo que en estas
normas, el término de la exactitud unicamente evalla la presencia de errores sistematicos y no
evalla los errores aleatorios asociados a la determinacion. Debido a que estas normas son las
que rigen a la industria farmacéutica, se optd por realizar el procedimiento recomendado por las
Normas: Guia Q2 (R1) ® de la ICH y las de la USP ™ y evaluar la precision de manera

independiente.

Notese que el valor de recuperacién promedio fue muy cercano al 100%, pero el valor de t
experimental fue ligeramente superior al tabulado, esto indica que existieron diferencias entre el
valor de recuperacion obtenido y el 100%. La pequeia diferencia entre lo estipulado y lo obtenido
en los experimentos también pudiera estar asociada a la falta de homogeneidad de la muestra,
maxime cuando se trata de una crema que es un sistema heterogéneo. La Asociacién Espafiola
de Farmacéuticos de la Industria © estipula que para productos farmacéuticos, el valor de

recuperacion promedio debe de encontrarse entre un 97 % y un 103 %.
Resultado del Calculo del intervalo de confianza de la recuperacion.
El resultado del calculo del intervalo de confianza del recobrado se muestra a continuacion:

Intervalo = R+ 2u, Intervalo = 1.00228 + 2(0.0108)

Limite superior: 102.388 Limite Inferior: 98.048

Se observa que el intervalo incluye al resultado obtenido como el promedio de la recuperacion,

con esto se confirma que el recobrado es igual al 100 %.
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5.2.2. Errores sistematicos.

Tabla 17. Parametros para el calculo de los errores sistematicos

Valores Valores Valores Valores Valores
Esperados Obtenidos 1 Obtenidos 2 Obtenidos 3 Obtenidos
(%) (%) (%) (%) Promedio (%)

50,322 51,456 50,320 52,435 51,404

80,550 78,245 78,332 79,436 78,671

100,320 101,233 100,476 98,346 100,018
120,598 119,342 121,345 122,318 121,002
150,301 148,230 149,632 151,346 149,736

Tabla 18. Resultados del calculo del valor t calculado y valor t tabulado

Parametro Valor t. Valor t4,05, n-2
Pendiente (bi) 0.387 3.182
Intercepto (bo) 0.221 3.182

Los valores de S,y Sy, encontrados fueron 0.0165 y 1.7468, respectivamente.

Valor de t. para la pendiente

tc=b"_1 tc=% = 0.3878
S, 0.0165

Valor de t. para el intercepto

g b0y (038010 o000
Spo 1.7468

Nétese que para la pendiente, el valor de t critico fue inferior al valor de t tabulado, es decir que la
pendiente fue estadisticamente igual a 1, indicando la ausencia de errores proporcionales.
También el intercepto fue estadisticamente igual a cero, lo cual corrobora la ausencia de errores

constantes.

5.2.3. Resultados de la comparacion de la curva de calibraciéon por adiciéon de patrén con la

de calibraciéon normal.

Los resultados de la comparacion de la curva de calibracién por adicion de patron con la de

calibraciéon normal se muestran en la Tabla 19.

Tabla 19. Datos y Resultados de la comparacion de la curva de calibracion por adicion patrén con

la de calibracion normal.
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CALIBRACION NORMAL ADICION DE PATRON
Concentracion | Respuesta Promedio | Concentracion | Respuesta Promedio
50.000 1,678.327 50.322 1,683.424
80.000 2,713.077 80.550 2,663.373
100.000 3,347.348 100.320 3,340.772
120.000 4,133.621 120.598 4,133.621
150.000 5,177.104 150.301 5,171.554
Pendiente (bi) 35.060 35.140
Sy 0.541 0.654
Sy 1,699.977 2,482.513
Fe 9.605
t 2.306
Fearcutado 1.460
t calculado 0.238

Nétese que no existieron diferencias significativas entre las pendientes de las dos curvas y las
varianzas de las mismas pues los valores de t y f calculados fueron inferiores a los tabulados. Esto

corrobora que no existen errores sistematicos.

Valor de F calculado

£ _ TSy 2,482,513 £ _1460
©ocoNsE, ° 1699.977 °

Valor de t calculado

. [b74° —bPo"  [35.060-35.140

©[Pszcovs? ° J0.654-0.541

t, =0.238

5.2.4. Estimacioén del recobrado.

El recobrado obtenido fue el siguiente:

Valor del recobrado
Rc:b"C—PAx1OO Rc=35'140x100 Rc =100.228
CON 35.060
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5.3. Evaluacion de la Precision.

La normativa ICH © explica en cuanto a la determinacién de la precisién en condiciones de
repetibilidad, donde recomienda realizar 6 determinaciones a una muestra homogénea y bajo las
mismas condiciones (operario, instrumento dia, etc.). En el caso de la precision en condiciones
intermedias no establece una pauta clara para realizar la determinacién, aunque especifica que se
debe realizar variaciones de diferentes factores (operario, instrumento dia, soluciones, etc.) a la

hora de realizar las determinaciones a una misma muestra.

Tabla 20. Respuestas obtenidas del estudio de la precision.

Analista 1 Analista 2
Instrumento 1 Instrumento 2 Instrumento 1 Instrumento 2
Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2

102.126 | 101.557 | 100.904 | 99.614 | 99.595 | 99.149 | 101.274 | 101.410
100.953 | 101.096 | 100.770 | 99.060 | 99.248 | 99.397 | 101.952 | 101.846
101.168 | 101.332 | 102.011 | 99.266 | 100.420 | 99.515 | 101.083 | 102.007

5.3.1. Resultados del analisis de varianza para la precision.

Tabla 21. Parametros para el calculo del analisis de varianza para la precision.

Resultados de los promedios de los analistas / instrumentos / dias

Ana 1Inst1 Ana 1 Inst 1 Ana 1 Inst 2 Ana 1 Inst 2 Ana 2 Inst 1 Ana 2 Inst 1 Ana 2 Inst 2 Ana 2 Inst 2
Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2
101.416 101.328 101.228 99.313 99.754 99.354 101.436 101.754

Resultados de los promedios de los instrumentos / analistas

Analista 1 Instrumento 1

Analista 1 Instrumento 2

Analista 2 Instrumento 1

Analista 2 Instrumento 2

101.372

100.271

99.554

101.595

Resultados de los promedios de analistas

Analista 1

Analista 2

100.821

100.575

Resultado del promedio total

100.698

Ana = Analista; Inst = Instrumento
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Tabla 22. Resultado de los cuadrados medios.

Cuadrado Medio del Replicado (MSk) 0.2108
Cuadrado Medio del Dia (MSp) 1.4761
Cuadrado Medio del Instrumento (MSy,») 8.0707
Cuadrado Medio del Operario (MS,) 0.3656

Tabla 23. Resultado del analisis de varianza.

Varianza Valores
Repetibilidad, S, 0.21084
Entre dias,S’p 0.42176
Entre instrumentos, SZ,,, 1.09910
Entre analistas, S°4 0.64209
Intermedia de dias diferente, SZ,/D, 0.63260
Intermedia de dias e instrumentos diferentes, S% . 1.73170
Intermedia de dias, instrumentos y analistas diferentes, SZ,ID,,M,,A, 2.37380

Planteamiento como Tabla de Varianza.

Analisis de Varianza de Tres Factores.

Fuente Suma de Grados de Cuadrados Fe Fia2
Cuadrados Libertad Medios a =0.05

Analista 0.3653 1 0.3653 0.045 0.851
Instrumento 16.1388 2 8.0694 5.466 0.072
Dias 5.9048 4 1.4762 7.001 0.002
Residual o 3.3735 16 0.2108 ;
Replicado
Total 25.7824 23 -

A partir de la tabla anterior se evalué la precision intermedia, que representa la reproducibilidad
interna, es decir, todas las varianzas implicadas dentro del laboratorio. Se calcularon las varianzas
de las diferentes fuentes de variacién utilizando las formulas de la dltima columna de la Figura 2.

ANOVA para un experimento anidado completo de cuatro factores, pagina 45.
Valor de la varianza del replicado o residual (S,?)

MS, =S2  0.2108 = S?
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Valor de la varianza de los dias (Sp?)

MS, — S? S2 _ 1.4761-0.2108 S2 =0.42176
MOp —©r 2 =
n 3

Valor de la varianza de instrumento (S.nz)

MS, =nSZ+S?  S%-

MS, -S> -nS2  S2=0.2108
pn

MS, = pnS2 + nS2 + S? SZ =

Valor de la varianza de analista (S,?)

_ MS, -S?-nSZ-pnS}
qpn

MS, = qponSi; + pnSZ +nS; +S?  S?2

In

S2 =-0.1979

Debido a que la cuadratica media del factor analista es menor que las otras, su varianza “S,7 es

menor que cero y se considera como cero.

Determinacion de la varianza de la reproducibilidad interna

La varianza de la reproducibilidad interna se expresa de la siguiente manera:

S2 =82+82+S2+S2 S%=0.0+0.2108 +0.4217 +0.2108  Si =0.8434

Determinacion de la reproducibilidad interna como RSD

La reproducibilidad interna como RSD se expresa de la siguiente manera:

Js? J0.8433
RSD. = V5% y100  RSDy = 229299 4400 RSD, =0.9119%
T 100.698

Para la técnica analitica de cromatografia liquida se consideran valores aceptables menores a un
5.0%. El valor de 0.9119 % se encuentra por debajo del valor esperado, indicando esto una buena

precision de reproducibilidad interna.

5.4. Evaluacién de la Especificidad.
5.4.1. Interferencias de excipientes.

Los resultados del andlisis del placebo se muestran en los Gréficos 1 y 2. Notese que en ambos
equipos se obtuvo una sefial muy baja en la zona correspondiente al pico de Clotrimazol. Esta
sefial siempre fue inferior al 1.0 % de la sefal de Clotrimazol que proporciona una muestra de Tri-
Clor Crema preparada al 100.0 % de la cantidad declarada (10 mg / g). Por lo que se demuestra

que los excipientes presentes en la crema no interfieren en la cuantificacion de Clotrimazol.
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Grafico 1. Demostracion grafica del analisis de Placebo de Tri-Clor Crema para el estudio de la

Especificidad en Equipo Cromatografico Perkin Elmer #7.
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Grafico 2. Demostracion grafica del analisis de Placebo de Tri-Clor Crema para el estudio de la

Especificidad en Equipo Cromatografico Agilent ¢,
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5.4.2. Capacidad del método para discernir entre el Clotrimazol y sus productos de
degradacion.

Mousa, B. y col. “® en sus experimentos obtuvieron como resultado que la principal via de
degradacién del Clotrimazol es por hidrdlisis acida, obteniéndose dos productos de degradacion:
Imidazol y Compuesto Relacionado A de Clotrimazol (orto-clorofenil difenilmetanol) tal como se

representa en la Figura 5.

Figura 5. Degradacion acida del Clotrimazol. Formacién de Imidazol y Compuesto Relacionado A.
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Cuando se analizé el precipitado obtenido por degradacion acida, se obtuvo un pico con tiempo de
retencién de (13.28) (ver Grafico 3) y no se detectd ninguna sefial en la zona del Clotrimazol. Este
pico de tiempo de retencion de 13.28 pudiera estar relacionado con el Compuesto Relacionado A
de Clotrimazol ya que al perder la molécula de Imidazol se acentuan las caracteristicas polares de
este producto de degradacion. Ademas al analizar el filtrado del experimento de hidrdlisis acida, se
obtuvo un pico al inicio de la corrida (resultados no mostrados) que pudiera corresponder a la

molécula de Imidazol.

Laboratorios Andifar adquirird un detector de arreglo de diodos lo cual permitird detectar la

presencia de impurezas en los picos obtenidos por HPLC.

Grafico 3. Demostracion grafica del producto de degradacion acida de Tri-Clor Crema en Equipo

Cromatografico Perkin-Elmer 71,
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5.5. Evaluacion de la Linealidad.

5.5.1. Resultados del andlisis de las muestras por adicién de estandar a un placebo de Tri-
Clor Crema.

Tabla 24. Respuestas obtenidas a los diferentes niveles de concentracion de Clotrimazol en las

muestras adicionadas.

Concentracion en | Respuesta 1 | Respuesta 2 | Respuesta 3 Respuesta
porcentaje (%) (mAU) (mAU) (mAU) Promedio
50.322 1,723.500 1,654.543 1,672.230 1,683.424
80.550 2,653.345 2,649.320 2,687.453 2,663.373
100.320 3,316.540 3,342.345 3,363.432 3,340.772
120.598 4,125.654 4,165.000 4,110.210 4,133.621
150.301 5,102.392 5,289.340 5,122.930 5,171.554
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La determinacion de la linealidad se realiz6 en pesadas separadas y no realizando alicuotas de
una solucién madre ya que asi se reduce el posible error sistematico que se podria arrastrar
realizando diluciones partiendo de una sola pesada. Se utilizaron cinco niveles de concentracién
porque son el minimo de niveles recomendados por la ICH ' aunque la Guia de la EURACHEM "%

recomienda seis niveles de concentracion y el blanco.
5.5.2. Curva de calibrado.

Grafico 4. Curva de calibrado que representa la concentracion tedrica de las muestras adicionadas

(eje x) versus respuestas promedios obtenidas para cada concentracion (eje y).
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A simple vista se puede considerar que aparentemente existe correlacion lineal entre las

concentraciones estudiadas y las respuestas obtenidas.
5.5.3. Ensayo estadistico de Bartlett.

Tabla 25. Parametros para el calculo de la determinacion del test de bartlett

Respuestas Promedios S (vi S7?) (viLn S?) S;
1,683.4243 1,282.7518 3,848.2554 21.4703 35.81552438
2,663.3727 438.9470 1,316.8410 18.2531 20.95106194
3,340.7723 551.5699 1,654.7096 18.9383 23.48552483
4,133.6213 798.0948 2,394.2845 20.0467 28.25057212
5,171.5540 10,510.6087 | 31,531.8261 27.7804 102.5212598

Sumatoria | 13,581.9722 | 40,745.9166 106.4888
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(v i: Grados de libertad de cada serie de resultados = 3)

(Si2 : Varianza de cada serie.)

Valor de C 5_(1j 5_(1j
3 \15 3 5
C=l+—F77-- C=1+—>"7 C=3.1333
3(5-1) 3(5-1)
Valor de S? g
% :% s? :W S? = 2716.3944
Vi
Valor de M
1 k k
M :EKZ v, jLnSz - ZviLnSf} M: ﬁ[15Ln2,716.3944 ~106.4888] M:3.8672
i=1 i=1 .

El valor de M calculado es menor que )(2 0.95 (con k-1= 4, grados de libertad) = 9.8. Este resultado indica que
las varianzas son homogéneas, es decir, que la magnitud de los errores en los valores de y son
independientes de la concentracion de analito. Por tal motivo, la regresion que se utilizé fue

regresion lineal simple no ponderada.

Muchas veces, los errores en el valor de y aumentan cuando aumenta la concentracion de analito.
Esto significa que los puntos de calibracion, no deben tener un peso igual en los calculos. Por lo
que es mas importante que la linea pase mas cerca de los puntos donde los errores son menores.
En estos casos, la regresion lineal que debe utilizarse es la ponderada. El Gréfico 5, muestra la
ponderacion de errores en un calculo de regresion donde existe un incremento de los errores con

el incremento de la concentracion.

Grafico 5. Representacion grafica de la regresion ponderada.
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5.5.4. Regresion lineal simple no ponderada.

5.5.4.1. Calculo de Ila recta de regresion y el coeficiente de correlacion.

Tabla 26. Parametros para el calculo de la recta de regresion y el coeficiente de correlacion.

X xi Yi yi Xiyi 7%
50.32 253230 | 1,683.42 | 2,833,917.49 84,713.28 33.45

80.55 6,488.30 2,663.37 7,093,553.96 214,534.67 33.06

100.32 | 10,064.10 | 3,340.77 11,160,759.78 335,146.28 33.30

120.60 | 14,543.88 | 4,133.62 17,086,825.33 498,506.47 34.28

150.30 | 22,590.39 | 5,171.55 26,744,970.77 777,289.74 34.41

Sumatoria | °02-09 | 56,218.98 | 16,992.74 | 64,920,027.33 | 1,910,190.43 33.70

Valor de la pendiente (bi)

S,
Pendiente(bi) = — Pendiente(bi) = 203,809.5989 Pendiente(bi) = 35.1402
5,799.9023
2
=YX ( ) S, =56218.98 —@ S,, =5,799.9023
X 22 XN2Y)

Valor del intercepto (bo)

Intercepto(bo)=y—b, x  Intercepto(bo) = 3,398.5489 - (35.1402)(100.4182)

Intercepto (bo) = -130.1645

- ZX - 502.09 -
A X=— x =100.4182

- 16,992.74
2V,

y=&=L y= y = 3,398.5489
n 5

Recta de regresion lineal
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La recta de regresion lineal y = b; x + b, es igual a y = 35.71402 x — 130.1645.

Coeficiente de correlacion (r)

S .
r_ Sy _ 203,809.5989 o 0.0995
JS.S,, J(5799.9023)(7,169,353.0718)

2
‘ E y 2
S,=>y —T) S,, = 64.920027.33 _ (10992.74) 5 _7169,353.0718

Se muestra que se obtuvo un coeficiente de correlacion alto. Esto unido a la grafica del calibrado

que muestra una aparente linealidad, puede ser suficiente para asegurar que se ha obtenido una
relacion lineal util.
5.5.4.2. Calculo de los errores residuales, de la pendiente y del intercepto.

Tabla 27. Parametros para el calculo de errores residuales, de la pendiente y del intercepto.

X yi Y yi-y (vi— y)?
50.32 1,683.42 1,638.16 45.26 2.048.90
80.55 2,663.37 2,700.38 | -37.00 1,369.31
100.32 3,340.77 3,395.10 -54.33 2,951.30
120.60 4.133.62 4.107.67 2595 673.44
150.30 5171.55 5151.44 20.11 404.60
Sumatoria| 502.09 16,992.74 | 16,992.74 0.00 7 447 54

Valor del Error residual (Syy)

P LI

Error de los residuos (S, ) =

Valor del Error de la pendiente (Sy;)

SX/Y S _ﬂ=0_6542

Error de la pendiente (S,; ) = i =
p (Sei) s, * " [5,799.9023

Valor del Error del intercepto (Sy.)

D x? [ 56,218.98
' = S,, =49.825 | ———————— =69.3732
Error del intercepto(S,,)=S,,, S bo 5(5.799.9023)
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5.5.4.3. Calculo para la determinaciéon del intervalo de confianza de la curva de
regresion.

Tabla 28. Parametros para el calculo del intervalo de confianza de la curva de regresion.

- (xi— X) (xi— X)?
50.322 -50.096 2,509.629
80.550 -19.868 394.745
100.320 -0.098 0.010
120.598 20.180 407.224
150.301 49.883 2,488.294

El valor de t para un a de 0.05 y n-2 grados de libertad se busco en una tabla de puntos de
porcentajes de distribucion t, siendo de 3.128. Asi mismo los valores de S,, y S se determinaron
segun formulaciones en “d.2” y “d.1.”, respectivamente, para los parametros de “d. Regresion

lineal simple no ponderada”, pagina 47.

Tabla 29. Valores de los limites para el intervalo de confianza de la curva de regresion.

X Valor minimo del Valor maximo del
! Intervalo de Confianza | Intervalo de Confianza
50.322 1,512.031 1,764.288
80.550 2,618.279 2,782.475
100.320 3,324.184 3,466.012
120.598 4,025.244 4,190.097
150.301 5,025.678 5,277.201

5.5.4.4. Calculo para la determinaciéon de los intervalos de confianza para la
pendiente y para el intercepto.

5.5.4.4.1. Intervalode confianzaparala pendiente(b; ) =b, +t , ., S,

S
Sy 5, =985 o (6542

/z(xi B ;()2 15,799.402
Intervalo de confianza de la pendiente = b; +t, ., ,S,  35.1402+3.182(0.6542)

Valor minimo: 33.05685 Valor maximo: 37.2218
El intervalo de confianza de la pendiente no incluye el valor cero.

5.5.4.4.2. Intervalo de confianza para el intercepto (b, ) =b, +t,,, >SSy,
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56,218.98

Sy =49.825 |2 O=0
5(5,799.9023)

S,, =69.3732

Intervalo de confianza del intercepto S,, = b, +t, . ,S,, —130.1645+(3.128)(69.3732)
Valor minimo: -347.1638 Valor maximo: 86.8348
El intervalo de confianza del intercepto incluye el valor cero.

5.5.4.5. Calculo para la determinacion del error aleatorio asociado a la determinacion
de una concentracion.

Valores de y (Area bajo la curva).
y1=3,397.246
y2= 3,392.362

£

Sustituyendo el promedio de los valores de “y” en la ecuacion de regresién obtenida en el inciso a:
“Calculo de la recta de regresion y el coeficiente de correlacion” del acapite 5.5.4. Regresion lineal

simple no ponderada”, pagina 72.

Y = bix-bo x= (y-bo) / b;
X, =100.3116
S _v)2 B 2
S, - 1 +1 4 (Yo—Y) S, - 49.825 \/1 +1 +(3,394.8042 3,398.5489)
by fm - n b,ZZ(X;—T()z 35.1402 {2 5 (35.1402)°(5,799.9023)
S,, =1.1863

5.5.4.6. Grafico de los residuales.

Grafico 6. Verificacion de la linealidad por grafico de los residuales.
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Los valores de los residuales obtenidos con las concentraciones de 120.598 y 150.301 estan
distribuidos sin tendencia alrededor de cero. En el caso de los valores obtenidos con las
concentraciones de 50.322, 80.550 y 100.320 las réplicas de ambos tienen una tendencia de
signo; el hecho de existir un reducido numero de réplicas no nos permitio llegar a la conclusién de
que el modelo de regresion lineal no se ajustara, También, en el caso de los valores obtenidos
con la concentracion de 150, se observé que los residuos parecieran ser superiores. Por tal
motivo, se procedid a realizar el anadlisis de varianza y la evaluacion de la falta de ajuste de la

regresion lineal que se describe a continuacion.

5.5.4.7. Calculo del ajuste a un modelo lineal.

Tabla 30. Parametros para el calculo de la regresion.

Datos Concentracion Resp ues{as
Promedio
1 50.322 1,683.424
2 80.550 2,663.373
3 100.320 3,340.772
4 120.598 4,133.621
5 150.301 5,171.554

Tabla 31. Resultado de regresion segun el programa Microsoft Excel.

Origen de

Promedio de

las G::ados de Suma de los F Valor critico
L libertad cuadrados para F
Variaciones cuadrados
Regresion 1 62070,649.37 | 62070,649.37 | 12,046.88 | 8.29987E-05
Residuos 3 15,457.27 5,152.42
Total 4 62086,106.64

El valor de F calculado es mucho mayor que el valor critico para F, con lo que las variaciones se

encuentran explicadas en la regresion lineal y no en las residuales.
5.5.4.8. Calculo para la evaluacion de la falta de ajuste en la regresién lineal.

Tabla 32. Valores para el calculo de la suma cuadrado del error (SSE).

X Y V-y)
50.322 1,638.160 7,282.991 268.417 1,160.795
80.550 2,700.377 2,211.995 2,606.802 167.026
100.320 3,395.098 6,171.386 2,782.897 1,002.746
120.598 4,107.671 323.399 3,286.650 6.448
150.301 5,151.439 2,405.647 19,016.578 812.785
Sumatoria| 18,395.418 27,961.343 3,149.801
Sumatoria total (SSE) | 49,506.561
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A

Suma cuadrado del error (SSE) : Z( y; —y)? =49,506.561

Tabla 33. Valores para el calculo del la suma de cuadrado del error experimental puro.

X Y, 1 Y, 2 Y, 3 7 vi=¥)? | =y | =7 | (ni-1)
(1) (2) (3
50.32 | 1,723.50 | 1,654.54 | 1,672.23 | 1,683.42 | 1,606.06 | 834.13 125.31 2
8055 | 2,653.35 | 2,649.32 | 2.687.45 | 2,663.37 | 100.55 197.48 579.86 2
100.32 | 3,316.54 | 3,342.35 | 3,363.43 | 3,340.77 | 587.21 247 513.46 2
120.60 | 4,125.65 | 4,165.00 | 4,110.21 | 4,133.62 | 6348 984.62 548.09 2
150.30 | 5,102.39 | 5289.34 | 5122.93 | 517155 | 4,783.38 | 13,873.54 | 2,364.29 | 2
Sumatoria | 7,14068 | 15,892.24 | 4,131.02 | 10.00
Sumatoria (SSPe) | 27,163.94 -

Suma de cuadrado del error experimental puro (SSF,, ) = le Vi —Vi )? =27163.94

_2
20—y 2716394

MS _
T =) 10

=2,716.394

SSE -SSP,,,  49506.56 — 27,163.94  22,342.62

MSe. = = = 7,447.54
Falta n_2_z(n_1) 3
F_MSp _ 744754 _, .,
MS 2,716.394

exp
El valor de F calculado es menor que el valor de F tabulado, esto indica que no existe evidencia
suficiente para sugerir que el modelo de regresion lineal es inapropiado.
5.6. Evaluacién del Rango.

Como lo define la Guia de la ICH Q2 (R1) ), el rango es el intervalo de concentracion para el cual
se ha demostrado que el procedimiento analitico tiene un nivel apropiado de precision, exactitud y

linealidad.

Para el caso de producto terminado, como Tri-Clor Crema, especifica que debe ser de 50 a 150 %
de la cantidad declarada del principio activo. En este trabajo se ha demostrado que el método es
preciso, exacto y lineal en ese intervalo.

5.7. Evaluacion del Limite de Deteccidn y de Cuantificacion.

5.7.1. Resultados de la Evaluacion de los Limites de deteccion y cuantificacion.
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Tabla 34. Valores para el calculo del limite de deteccién y de cuantificacion.

Nimero Ruido del Senal del Analito
Blanco y, (MAU) Yo (MAU)
1 0.2860 0.73518
2 0.2303 0.71750
3 0.3550 0.70590
4 0.2132 0.75370
5 0.3239 0.72415
6 0.2041 0.73936
7 0.2496 0.73794
8 0.2072 0.74191
9 0.3455 0.73030
10 0.3861 0.72058
Promedio 0.28009 0.73065
Desviacion 0.06835 0.01389

Valor de y,
Ya=Yp— ;b Y, =0.73065 -0.28009 VYA = 0.45056
Valor del Limite de deteccion

p-325, . |p-329x006835 .,  [D=0.050ug/mL
Ya A 0.45056

Valor del Limite de cuantificacion

c 10S,, LC_1OX0.06835

x01  LC=0.152ug/mL
y, o 0.45056 Hgsm

5.7.2. Resultados de la comprobacion del limite de deteccion y cuantificacion.

5.7.2.1. Comprobacion del limite de deteccién.
A la concentracién calculada para el limite de deteccién de 0.050 ug / mL no se detectd la
molécula de Clotrimazol; sin embargo a una concentracion de 0.100 pg / mL si pudo ser

detectado, por lo que al limite de deteccion del método se le asignoé el valor de 0.100 pg / mL.

5.7.2.2. Comprobacion del limite de cuantificacion.

Los resultados de la comprobacion del limite de cuantificacion mediante el analisis repetido de una
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muestra de Tri-Clor Crema, a una concentracion de Clotrimazol cercana al limite de deteccion

calculado, se muestran en la Tabla 35.

Tabla 35. Comprobacién del limite de cuantificacion.

Concentracion ‘s
Nuamero Muestra Cltlaﬂncer:tra%/lon
(ug /mL) uestra (%)
1 0.155 103.33
2 0.161 107.19
3 0.163 108.50
4 0.131 87.58
5 0.139 92.62
6 0.166 110.58
7 0.174 116.31
8 0.156 104.28
9 0.156 103.79
10 0.165 109.71
Promedio 0.152 101.65
Desyv. Estandar 0.014 9.63
C.V. 9.495

Notese que el coeficiente de variacion fue inferior al 10 %, limite maximo permitido por la

Asociacion Espafiola de Farmacéuticos ”. La recuperacién también se encontré dentro de los

limites establecidos por esta asociacion (de 80 a 120 % para concentraciones de 0.1 a 1 ug / mL).

5.8. Evaluacion de la Robustez.

El esquema de la Figura 6. muestra los parametros que fueron variados en el estudio de la

robustez. Las variables representadas con letras azules son las normales y las rojas son las

modificadas.

Figura 6. Esquema de las variables asignadas para la evaluacion de la robustez.
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Pesar 0.5 g Tri-Clor Crema en
beaker 100 mL.

l

Disolver la crema en 10 mL de
etanol con calor.

v

Transferir a matraz volumeétrico
de 50 mL.

F Y

Esperar que se alcance la
temperatura ambiente y enrasar
con fase movil.

v

Aplicar ultrasonido durante: (A)
30 minutos; (a) 20 minutos.

!

Dejar en reposo durante: (B) 30
minutos; (b) 20 minutos.

A 4
Filtrar por filtro de 0.45 micras:
(C) inyeccion inmediatamente; (c)
inyeccion a las 2 horas.

v

Inyectar en HPLC: (D) Agilent; (d)
Perkin-Elmer.

Tabla 36. Variables asignadas para la evaluacion de la robustez.

A: | Aplicar ultrasonido durante 30 minutos.

a: | Aplicar ultrasonido durante 15 minutos.

B: | Dejar en reposo durante 30 minutos.

b: | Dejar en reposo durante 15 minutos.

C: | Inyeccion de la muestra en el HPLC una vez filtrada.

c: | Inyeccién de la muestra en el HPLC pasado 2 horas de haberla filtrada.
D: | Inyectar en el HPLC Agilent.

d: | Inyectar en el HPLC Perkin — Elmer.

E: | Sin Sentido.

e: | Sin Sentido.
F: | Sin Sentido.
f: | Sin Sentido.
G: | Sin Sentido.
g: | Sin Sentido.

La Tabla 37 y 38 muestran los resultados del andlisis de la variacién de los parametros sefialados
en la tabla anterior. Como criterio para determinar si la variacion de un parametro tenia influencia

en el desempefo del método se utilizé que los valores de (VA —Va) deberian ser inferiores a
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1.276, este valor es el producto de la multiplicacién de sv2, donde s = 0.902 y es la desviacién
estandar obtenida al aplicar el método 6 veces a una muestra de Tri-Clor Crema, en condiciones

de repetibilidad.

Los resultados muestran que la aplicaciéon de ultrasonido solamente durante 15 minutos y el hecho
de dejar reposar la muestra 15 minutos menos, previo a filtrarla e inyectarla, provocan una

disminucion de la extraccion de Clotrimazol de la crema.

Tabla 37. Resultados de los analisis del estudio de la evaluacion de la robustez.

s t u v w X y z
101.32 | 100.95 98.21 98.02 97.92 98.35 96.89 | 96.87

Tabla 38. Resultado de las diferencias de cada media para la evaluacion de la robustez.

Parametros Resultado
A-a V= 2.117
B-b Vg =2.137
C-c Ve =0.037
D-d Vp = 0.882
E-e Ve =0.243
F-f Ve =0.067
G-g Vs = 0.157

El método es robusto cuando en el tratamiento de la muestra se incluyen las siguientes

condiciones: aplicacion de ultrasonido durante 30 minutos y reposo durante 20 minutos.

5.9. Evaluacion de la Incertidumbre.

5.9.1. Definicién del mensurando. Cantidad de clotrimazol (mg / g) determinada por cromatografia

HPLC en la porcién tomada de crema.

5.9.2. Diagrama:
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Inicio

v

Calentamiento a
fundicién

v

Adicién de 10 mL
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movil

v

Dilucion a matraz
volumétrico de 50
mL con F.M.

v

Aplicar ultrasonido
por 30 minutos

Pesadade 0.5g mg de patrén de
crema referencia.
P=99.99%

Pesada de 125

y

Disolver en 20 mL

de Etanol. Aplicar

ultrasonido por 5
min.

v

Dilucién a matraz
volumétrico de 50
mL con Etanol

v

Alicuota de 1 mL

y

Dilucién con fase

movil y llevar a
volumen de 25 mL

FIN

Y
Reposar por 30 AP #
. g Medicion . Evaluacion de la
min. Filtrar, cromatografica B Calcll incertidumbre

5.9.3. Modelo matematico:

£ AnraVouraPeS0s1pPstoVastos
AstoWVpstpiVpsoa R

En donde:

f: mg de clotrimazol por g de crema; Ayra: Area de la muestra; AsTp: Area del estandar; Vpyra:
Volumen dilucion de la muestra (50 mL); Pesostp: peso del estandar; Pstp: Pureza del estandar;
Vasto1: Volumen alicuota del estandar (1 mL); W: Peso de la muestra; Vpstps: Volumen dilucion

No. 1 del estandar (50 mL); Vpstp2: Volumen dilucion No. 2 del estandar (25 mL) y R: Recobrado.

5.9.4. |dentificacidon de las fuentes de incertidumbre:
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I UPesosm I I UPsmo I I UVastor I

Repetibilidad Repetibilidad Repetibilidad Repetibilidad
Deriva Temperatura Resolucion Temperatura
R Tolerancia Tolerancia
Ruido Linealidad
:: Uc I
- Repetibilidad
Repetibilidad
Repetibilidad Repetibilidad
. Temperatura
. Resolucién Temperatura
Deriva Tolerancia
Ruido Linealidad Tolerancia
I URc I I UAsm I I uw I UVosto1 UVostoz

5.9.5. Célculo de las incertidumbres
a. Incertidumbre asociada al volumen de dilucién No. 1 del estandar (Vpstp1):
Tr. £ 0.06 mL ur: a6 = 0.06/N6 = 0.0245
u. la desviacion estandar promedio es 0.023, la incertidumbre de la repetibilidad de la

calibracion es de S,/vn = 0.023V6 = 0.0094.

4
L VXa atr2 = D0X996 37 _23y/2 = 02012

AN N

. 2 2 2
UypsTD1- \/(Uf +u, +uAt)

Uypstor: (0.02452 +0.00947 +0.201267 )

UvpsTD1: \/(6.0025 4 188367 +0.04051)

Uvpstor: 0.20296
b. Incertidumbre asociada al volumen de dilucién de la muestra (Vpura):
T+ 0.06 mL uf: a/N6 ur: 0.06/N6 = 0.0245
u. la desviacion estandar promedio es 0.023, la incertidumbre de la repetibilidad de la

calibracion es de S,/vn = 0.023V6 = 0.0094.

4
e X% xatr2 20996 L (37_23)12 =0.20126

V3 V3

. 2 2 2
UyDMTA: \/(u, +uy +uy)
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UVDMTA: J(0.02452 +0.00942 +0.20126%)

UVDMTA: \/(6.0025 “# +8.8367° +0.04051)

UyDMmTA- 0.20296

c. Incertidumbre asociada al volumen de dilucién No. 2 del estandar (Vpsmy):
Tr: £0.06 mL ug: a/V6 ug: 0.06/6 = 0.0245

U, la desviacién estandar promedio es 0.0167, la incertidumbre de la repetibilidad de la
calibracién es de S,/\n = 0.01676 = 0.0056.

4
YXa a2 X996 37 _23)12 =0.10063

AN g

. 2 2 2
UypsTD2- \/(Uf +Uu, +uAt)

Uypstoz: {/(0.02452 +0.0056° +0.100637 )

Uvpstoz: {/(6.00257 +3.1367° +0.01012)

UypsTD2- 0.1037

d. Incertidumbre asociada al peso del estandar (Pesosp):

ug: debida a la resolucién de la balanza: d/2/43 (distribucién rectangular), 0.0005/V3 =
0.000289

u;: debida a la repetibilidad de las mediciones, u., = 0.0005

u_: debida a la calibracién. Linealidad, u.: L/N3 = 0,002/3 = 0.001155 (distribucion

rectangular).

. 2 2 2
UpesoSTD- \/(Ud +Ur +2uL)

UpesoSTD: \/(O. 0002897 +0.0005% + 2 x 0.0011557 )
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UpesosTn: (8.35217% +2.57 +2.668057)

UpesosTo: 1.7325°g = 17325 mg

e. Incertidumbre asociada al area del pico cromatografico de la muestra (Ayra):
Urep: debido a la repetibilidad de las mediciones: 28.70592.
Uq: deriva: 0.02882.

u,: ruido: 0.02356.

. 2 2 2
UAMTA: \/(u,ep +ug+uy)

Uaura: 1/(28.70592 +0.028827 +0.023567)

UamTa: +/(824.0312 +0.00083 + 0.000555)

UaMTA: 28.7059 mAu S

f. Incertidumbre asociada al area del pico cromatografico del estandar (Astp):
Urep debido a la repetibilidad de las mediciones: 19.27390.
Uq: deriva: 0.02882.

u,: ruido: 0.02356.

. 2 2 2
UASTD: \/(u,ep +ug+uy)

UASTD: J(19.273902 +0.02882% +0.023567)

UasTo: +/(371.48336 + 0.00083 + 0.000555)
UasTp: 19.2739 mAu S

g. Incertidumbre asociada a la pureza del estandar (Pstp):
u: 0.0001 N3 = 5.773E-5

Up: 5.773°
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h. Incertidumbre asociada al peso de la muestra (W):

ug: debida a la resolucién de la balanza: d/2/v/3 (distribucién rectangular), 0.0005/V3 =
0.000289 g.

u, debida a la repetibilidad de las mediciones, u., = 0.0005 g.

u. debida a la calibracién. Linealidad, u.: L/N3 = 0.002/3 = 0.00115 g (distribucion
rectangular).

Uw: \/(ug +u?+2uf)

Uw: 1/(0.0002892 +0.0052 + 2 x 0.0011557 )

Uw: + (8.3521% +2.57 +2.666°)

uw: 1.73253 g.

i. Incertidumbre asociada al volumen de la alicuota (Vastp1):
T £0.06 mL uf a/V6 ug 0.06/V6 = 0.00245

u, repetibilidad: la desviacién estandar promedio es 0.0020, la incertidumbre de la
repetibilidad es de S,/\n = 0.0020v6 = 0.0008.

4
Vxa it 1X9967 37 _23)12 =4.0252E-3

AN 1

. 2 2 2
UyvAasTD1- \/(Uf +Uu, +uAt)

UvasTD1: \/(0.002452 +0.0008% +(4.025272)?)

UyasToi: y/(6.00° +6.47 +1.62027°)

Uvastor: 0.0047 mL

j- Incertidumbre asociada al recobrado (R):

S2 S2
- ( blC/}IZD N b:cc'/;/
Ncapbicap Neenbicen
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uR:1.00228( (0.654)° }[ (0.541)° J

5x(35.140f ) | 5 x(35.060)

ug: 1.00228,/0.000069+ 0.000047

ugr: 0.0108

5.9.6. Coeficientes de sensibilidad

. e A V. Peso. P V
5.9.6.1. Coeficiente de sensibilidad Vpstps: - M7~ pmra “Os1p T st " astoi
VéSTD/

vV

DSTD2 w4

STD R

5.9.6.2. Coeficiente de sensibilidad Ayra: Vb

DSTDI

Peso g, Porp Vysrpi
V

DSTD2? WA R

STD

A Peso P V

STD = STD ~ ASTDI
VDSTDZ WASTD R

MTA

5.9.6.3. Coeficiente de sensibilidad Vpura.

DSTD1

. A V. P Pep V
5.9.6.4. Coeficiente de sensibilidad Vpstpg: — M4~ DMTA = SO 51D “5TD ¥ ASTDI

VDSTD] WA

V2

DSTD2 R

STD

- Ay, V P V
5.9.6.5. Coeficiente de sensibilidad Pesogrp: ~—MT4 _DMTA " STD " ASTDI

DSTDI VDSTDZ WASTD R

. A V. P Pe V
5.9.6.6. Coeficiente de sensibilidad Agp: - Z-M74 " pmra “¢0stp Ustp " astoi
%

2
VDSTD] DSTD?2 WASTD R

5.9.6.7. Coeficiente de sensibilidad Pstp: Avira

DSTDI1

Voura £es0srp

VDSTDZ WA

VASTD[

R

STD

. A V. P Po V
5.9.6.8. Coeficiente de sensibilidad W: _ m74 " pyra st Tstp ¥ asTDI

2
VDSTD] VDSTDZ w ASTD R

A Vv Peso P

5.9.6.9. Coeficiente de sensibilidad Vastp: M4~ DMTA STD ~ STD
DSTDI1 VDSTDZ WASTD R
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7

omra £ srp Psrp V.

5.9.6.10. Coeficiente de sensibilidad R: _ vz STD _ASTDI
VDSTD[ VDSTDZ WASTD R2
5.9.7. Presupuesto de la incertidumbre:
Tabla. 39. Presupuesto de la incertidumbre.
Fuente de Valor de Ind
No. | incertidumbre X; ux; cxi (cx; x ux;)? Ind % Acum %
1 Pesostp 125.000 1.730 0.080 0.019 38.403 38.403
2 R 1.003 0.011 -9.924 0.011 23.255 61.657
3 Awmta 3340.772 | 28.706 0.003 0.007 14.803 76.460
4 Asp 3347.348 | 19.274 -0.003 0.003 6.647 83.107
5 VasTD1 1.000 0.005 9.951 0.002 4.429 87.536
6 Vbstp2 25.000 0.104 -0.398 0.002 3.450 90.985
7 Vowmra 50.000 0.203 0.199 0.002 3.303 94.289
8 VbsTo1 50.000 0.203 -0.199 0.002 3.303 97.592
9 W 0.500 0.002 -19.903 0.001 2.407 99.999
10 Psto 1.000 0.000 9.952 0.000 0.001 100.000

Grafico 7. Grafico de Pareto representando la contribuciéon de las diferentes variables que

contribuyen a la incertidumbre en la medicion de Clotrimazol en Tri-Clor Crema.
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Como muestra el Diagrama de Pareto la incertidumbre en la medicion del peso del estandar
(Pesosrp) tiene una contribucion de 38.40 por ciento, seguido de la variable del recobrado (R) con
23.25 por ciento. La incertidumbre en la medicion de la absorbancia de la muestra (Ayra) vy de la
absorbancia del estandar (Asrp) contribuyen con 14.80 y 6.65 por ciento, respectivamente. Estos
cuatro componentes representan el 80.0 por ciento de la contribucién acumulativa en la

incertidumbre del mensurando y. La variable sobre la que hay que actuar primero es en la

incertidumbre de la medicion del peso del estandar (Upgsosto)-

5.9.8. Calculo y expresion de la incertidumbre:

A V P Vv

pira Pe0srp Porp Vst

Vostpz W dsrp R

MTA'

Vostor-

f =

f: =9.9514 mg / g de Clotrimazol de la porcidon de crema tomada.
us=0.2223mg /g
U=2xu=2x0.2223 = 0.4446

Expresién: (9.95 £ 0.44) mg de Clotrimazol / g de crema.
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Caracteristicas del Método de la Determinacion de Clotrimazol por Cromatografia Liquida

de Alto Desempefiio en Tri-Clor Crema 20 g.

Valor de Especificacién
Parametro de Validacion Estadistico Resultado R . No
eferencia Cumple
Cumple
1. Desemperno Cromatografico
Eficiencia, N - 3,584 y 2895.5 > 2,000 \
Factor de simetria, T - 1.193y 1.05 08=<T<1.5 \
Repetibilidad del sistema RSD 0.85y0.63 % <2.0% \
2. Exactitud
A Exactitud | Promedio 99.085 % 97.0-103.0 % \
Prueba de t 2.872 2.306 \
Intervalo de Confianza - 99.085 % 98.04 — 102.3 % I//
B. Error Pendiente 0.400 3.182
SiStemétci’Cfer Intercepto Prueba det 0.474 3.182 \
C. Comparacion Varianzas Prueba F 1.460 9.605 N
de curvas Pendientes Prueba t 0.238 2.306 \
3. Precision
Precision intermedia | RSD | 09119% | <50% | |
4. Especificidad
Senal del placebo - Ausencia Ausencia \
Activo degradado - Ausencia Ausencia \
5. Linealidad
Valor de r - 0.9995 > 0.990 V
Intervalo de confianza _de la bi + tSy; 33.058 — 37.221 No incluir el cero \
pendiente
Intervalo de confianza del bo + 1Sy, }347.16 — 86.834 | Incluir el cero \
intercepto
Ajuste a un modelo lineal Prueba F 12046 18.51 \
Faltade ajusteenla | o o F 2741 3.71 \
regresion lineal
6. Rango

En el intervalo de 50 a 150 %, el método provee un grado aceptable de exactitud, precision y linealidad.

7. Limite de Deteccion

Sefial — Ruido | - | 01pg/mL | - | |
8. Limite de Cuantificacion
Coeficiente de variacion C.V. 9.495 % <10.0 % N
Recobrado % 101.65 % 80— 120 % N
9. Robustez

El método es robusto cuando en el tratamiento de la muestra se incluyen las siguientes condiciones:
aplicacién de ultrasonido durante 30 minutos y reposo durante 20 minutos.

Los pardmetros: Desempefio Cromatogrdfico, Precision, Linealidad y Especificidad, cumplieron con todas las
especificaciones establecidas. En el estudio de la Exactitud existe una diferencia de 0.915 % respecto al 100 %,
pero el valor 99.085 7% se encuentra dentro de los valores de recuperacion aceptados por las especialidades
farmacéuticas. Se concluye que el método es preciso, lineal, especifico y exacto para la cuantificacion de
Clotrimazol en el rango de 50 a 150 %. E/ método es apto para su utilizacion.

* El método no es 100 7% exacto, comprobado por la prueba t realizada en este estudio de la exactitud. Pero e/
valor obtenido (99.085), es de una exactitud suficiente para no realizar ninguna correccion al método, teniendo
en cuenta que el intervalo para reconocer a un método como exacto, en las determinaciones de la industria
farmacéutica, es de 97 a 103 % de la cantidad declarada. Por lo que aiin incluyendo la posible falta de
homogeneidad de la muestra, o los errores cometidos en la preparacion de las muestras adicionadas, se obtiene
un valor promedio dentro del rango especificado y con una desviacion estdndar inferior al 1 % "7
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VI. CONCLUSIONES

En el presente estudio se evaluaron los diferentes parametros que caracterizan el desempeio del
método para la determinacion de clotrimazol por HPLC en el laboratorio de control de calidad de
Laboratorios Andifar. EI método fue validado con el fin de garantizar la calidad de los resultados y
confirmar la especificacién del producto terminado y elaborado por parte del Departamento de
Produccion, cumpliendo asi con uno de los requisitos de la norma ISO/IEC 17025:05, cuyas
exigencias estan orientadas a asegurar la competencia técnica de los laboratorios de ensayos,

como organismo evaluador de la conformidad.

Los parametros que se evaluaron fueron la exactitud, la precision, la linealidad y rango, los limites
de deteccion y de cuantificacion, la especificidad, la robustez y la estimacion de la incertidumbre de
la medicion. Todos estos parametros cumplieron con los requisitos de la valoracién del principio
activo Clotrimazol en Tri-Clor Crema. El valor del principio activo oscila entre 9.51y 10.39 mg /g a
un 99.45 % de nivel de confianza y de acuerdo a la formulacién del producto debe estar entre 9.0 y

11.0 mg / g. Por tanto, cumple con las especificaciones.

Es importante sefialar, que uno de los problemas principales en este tipo de ensayos es que el
producto farmacéutico evaluado es un compuesto heterogéneo, es asi, que si se admite que la
muestra es representativa del lote y las especificaciones internas del producto terminado
establecen que el contenido de Clotrimazol debe encontrarse entre 90 y 110 por ciento de la
cantidad declarada, se puede afirmar que la muestra cumple con las especificaciones establecidas
por parte del laboratorio. Y dado que el método utilizado es validado se puede afirmar que los

resultados cumplen con los requisitos de calidad, exacto, preciso y confiable.




VII. RECOMENDACIONES

1. Una vez que se adquiera un detector de arreglo de diodos, incluir en la evaluacién de la
especificidad la evaluacién de la pureza de los picos analizados de los diferentes productos a ser
estudiados.

2. Efectuar, en colaboracion con el Departamento de Produccién, una revision de los Instructivos
de Fabricacién de los Productos Farmacéuticos que posean las metodologias analiticas validadas
para realizar en caso de ser necesario correcciones y mejoramiento a los procesos y los controles
en proceso. Esto con el fin de realizar productos con procedimientos que sean reproducibles lote a
lote y asi continuar con procesos de validacion como: validacion de produccion y validacion de

limpieza.
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