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RESUMEN EJECUTIVO

La validacién de métodos analiticos dentro de la industria farmacéutica es un aspecto
esencial para el cumplimiento de las Buenas Practicas de Manufactura y de Laboratorio,
con el objetivo de demostrar que los métodos analiticos son adecuados para su propésito
y porque actualmente es un requerimiento regulatorio aplicable a la industria
farmacéutica. Para validar un método analitico se requiere un entorno de trabajo que
asegure la integridad de los resultados que se obtienen, para ello se debe trabajar
conforme a las buenas practicas de laboratorio.

La guia de validacion de procedimientos analiticos de jarabes por cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC), tiene como objetivo servir de instruccion al personal colaborador
en la validacion de métodos analiticos de un laboratorio farmacéutico. Su disefio responde
a las necesidades del personal para validar métodos en el marco de las actividades de
garantia de calidad.

La metodologia utilizada para la elaboracion de la guia se bas6é en la investigacion
documental de reglamentos y/o normas las cuales establecen los requerimientos para la
validacién estadistica de las metodologias analiticas, asi como andlisis de datos los
cuales por medio de fichas de férmulas estadisticas permiten determinar los parametros
de validacion. Posterior a la revision documental se aplicé la técnica de observacién, con
el fin de recopilar la informacion que posee el laboratorio farmacéutico, y se procedio a

elaborar la guia.

La guia elaborada describe el proceso de validacion de métodos analiticos y los aspectos
estadisticos requeridos por normativa, con un alcance especifico al analisis de jarabes
mediante la técnica de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC). El contenido de la
guia incluye: términos y definiciones, generalidades de la validacion de métodos, un
ejemplo aplicado y la esquematizacion de todo el proceso; esto con el fin de facilitar el uso
por parte del personal del laboratorio. La implementacion de esta guia en el laboratorio
permitira asegurar la confiabilidad de los datos de analisis y estandarizar el procedimiento

analitico, logrando alcanzar reproducibilidad y repetibiidad de métodos
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|.  INTRODUCCION

La validacion de métodos de analisis en la industria farmacéutica es un elemento esencial
dentro del cumplimiento de las Buenas Practicas de Manufactura y de Laboratorio, ya que
permite demostrar que el método es idéneo para el uso previsto. La validacion
proporciona seguridad de la confiabilidad de los métodos, por estudios y pruebas de
laboratorio, evidenciando que la capacidad del método satisface los requisitos para la
aplicacion analitica deseada.

De acuerdo a las normativas nacionales en el reglamento técnico centroamericano RTCA
11.03.39:06, es necesario que todos los métodos analiticos que se emplean en la

industria farmacéutica estén validados.

La validacion analitica asegura que el método proporciona resultados con consistencia,
precision y exactitud y a partir de ello los resultados sean confiables, se fundamenta en
resultados tanto de laboratorio, como en los parametros de desempefio analitico del
método, por medio de datos estadisticos. Se procedié a elaborar una guia para orientar al
personal colaborador y tener claridad previo a la validacion y cuales son los
requerimientos del método para establecer el alcance de la validacion, asi como los pasos

previos que conlleva la realizacion del andlisis.

En la guia se describié y esquematizé el proceso aplicable a la evaluacion de parametros
de desempefio de validacibn de métodos analiticos de jarabes en un laboratorio
farmacéutico por cromatografia liquida de alta resolucion, asi como, la descripcion y
ejemplificacién de los aspectos estadisticos requeridos por normativa. La metodologia
utiizada fue la investigacion documental sobre los parametros requeridos para la
validacion estadistica de metodologias analiticas basados en reglamentos y normas
establecidas. Se realiz6 un andlisis de datos, en el cual se elaboraron fichas de férmulas
estadisticas, en un ejemplo aplicado, para orientar en los céalculos estadisticos de utilidad
para validar los resultados de los ensayos analiticos. La informacion se recopilé por medio

de la técnica de observacion y revisiobn documental necesaria para elaborar la guia.

De acuerdo a lo recopilado se llevé a cabo la elaboracion de la guia para la validacion de
métodos analiticos de jarabes por cromatografia liquida de alta resoluciébn en un

laboratorio farmacéutico, la cual consta de una descripcion del proceso de validacion de



métodos analiticos y los aspectos estadisticos requeridos por normativa, se explica con
un ejemplo de validacion de un procedimiento de andlisis de un jarabe, realizado dentro
del laboratorio, con el objetivo de orientar al personal colaborador en el proceso de
validacién de un método analitico de jarabes y se incluye dentro de la guia un esquema
del proceso de validacién de métodos analiticos.



. MARCO TEORICO

A. Validacion
La definicién de validacién segun la norma ISO 9001:2015 es la confirmacién mediante el
suministro de evidencia objetiva que se han cumplido los requisitos para una utilizacién o

aplicacion especifica prevista (ISO Tools Excellence, 2017).

La validacion dentro de la garantia de calidad en la industria farmacéutica es un aspecto
fundamental puesto que, como cumplimiento de norma se debe contar con métodos
analiticos de analisis quimico que deben ser evaluados y sometidos a prueba para
garantizar y asegurar que los resultados que producen son validos y coherentes, dicho en

otras palabras, deben ser validados.

El método seleccionado debe haber sido validado como parte de su desarrollo. Ademas,
como parte de la implementacién del método, el laboratorio usuario debe verificar su
desempefio contra las especificaciones de la validacion. La verificacion del método, unida
a la cualificacion del equipo involucrado, permite evaluar el desempefio del sistema
completo y, por ende, su adecuacion al propésito del andlisis, demostrando asi, que el
laboratorio domina el método y lo usa correctamente. Por ello es importante que para el
proceso de validacion se asigne a un responsable de realizar dicha tarea, de tal manera
que, la validacion se efectie en forma metddica, ordenada, trazable y confiable (Instituto
de Salud Publica, 2010).

1. Validacion de métodos analiticos

La validacién de un método analitico es un proceso que sirve para establecer pruebas
documentales que demuestran cientificamente que el método analitico cumple con las
caracteristicas de desempefio adecuadas segun los requisitos para las aplicaciones
analiticas previstas (Farmacopea de los Estados Unidos de América USP 40 NF 35,
2017).

Un método analitico es la descripcion de la secuencia de actividades, recursos materiales
y parametros que se deben cumplir, para llevar a cabo el andlisis de un componente
especifico de la muestra. Un analito se define como un componente especifico en una
muestra a medir en un analisis; por lo que un método analitico mide un componente

especifico (analito) en una muestra y como todo proceso de medicién, éste debe ser



confiable para ser utilizado con un propésito definido (Colegio Nacional de Quimicos

Farmacéuticos Biologos, 2002).

Para la determinacion de algun tipo especifico de muestra es comun encontrar varios
métodos analiticos disponibles, de diversos origenes, para ello existen muchas entidades
nacionales e internacionales con publicaciones para cada campo analitico y sus
aplicaciones, es el laboratorio, el que debe evaluar y seleccionar el que mejor se adecue
a sus necesidades y recursos (Oficina de Acreditacion Guatemalteca, 2007),
independiente del método seleccionado, el mismo debe ser validado como parte de su
desarrollo y como parte de la implementacion del método, el laboratorio debe verificar el
desempenio contra lo especificado en la validacion (Oficina de Acreditacion Guatemalteca,
2007).

Basicamente el objetivo de la validacién de un procedimiento analitico es demostrar que
es apto para el propésito indicado. La validacién o la verificacién de un método analitico
se realiza mediante una serie de pruebas normalizadas y experimentales de las cuales se
obtienen datos sobre linealidad, exactitud, precision, repetibilidad, etc. El proceso debe
constar por escrito como procedimiento normalizado de trabajo y una vez realizada la
validacién o verificacién estos métodos deben ser autorizados en el laboratorio (Oficina de
las Naciones Unidas contra la droga y el delito, 2010). Los parametros de desempefio

analitico se describen de la siguiente manera:

1.1 Exactitud

Es la proximidad entre los resultados de la prueba obtenidos mediante ese
procedimiento y el valor verdadero. Debe establecerse en todo su intervalo
(Farmacopea de los Estados Unidos de América USP 40 NF 35, 2017). Los
documentos de ICH recomiendan que se evalle la exactitud utilizando un minimo
de nueve determinaciones sobre un minimo de tres niveles de concentracion,
cubriendo el intervalo especificado, es decir, tres concentraciones y tres
determinaciones repetidas de cada concentracion. La evaluacion de la exactitud
puede efectuarse de varias maneras, incluyendo la evaluacion de la recuperacion
del analito o porcentaje de recuperacion, en todo el intervalo de la valoracion, o

evaluando la linealidad de la relacién entre las concentraciones estimadas y las



reales. El criterio estadistico de preferencia es que el intervalo de confianza para la
pendiente este comprendido dentro de un intervalo alrededor de 1.0; o
alternativamente, que el valor de la pendiente sea cercano a 1.0 (Farmacopea de
los Estados Unidos de América USP 40 NF 35, 2017). En ambos casos, el
intervalo o la definicion de cercania deberian especificarse en el protocolo de
validacion. El criterio de aceptacion dependera de la valoracién, de su variabilidad
y del producto. No es aceptable establecer un criterio de aceptacion basado en la
falta de significancia estadistica para la hipo6tesis nula de que la pendiente es 1.0.
La exactitud de los métodos de propiedades fisicas se puede evaluar a través del
analisis de materiales de referencia estandar o, alternativamente, se puede
considerar la aptitud de las metodologias mencionadas anteriormente para cada
caso en particular (Farmacopea de los Estados Unidos de América USP 40 NF 35,
2017).

1.2 Precisién

En el contexto de un procedimiento analitico es el 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 desviacion estandar
o la desviacién estandar relativa 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 operacion (Farmacopea de los Estados
Unidos de América USP 40 NF 35, 2017). La reproducibilidad se refiere al uso del
procedimiento analitico en diferentes laboratorios. La precision intermedia expresa
la variaciéon dentro de un laboratorio, por ejemplo en diferentes dias, con diferentes
analistas o con equipos diferentes dentro del mismo laboratorio. La repetibilidad se
refiere a la utilizacion del procedimiento analitico en un laboratorio durante un
periodo corto por el mismo analista con el mismo equipo (Farmacopea de los
Estados Unidos de América USP 40 NF 35, 2017). Los documentos de la ICH
recomiendan que se evalle 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
concentracion, o usando un minimo de seis determinaciones al 100% de la

concentracion de prueba.



1.3 Especificidad

Segun la ICH la especificidad es la capacidad de evaluar de manera inequivoca el
analito en presencia de aquellos componentes cuya presencia resulta previsible,
por ejemplo, impurezas, productos de degradacion y componentes de la matriz
(Farmacopea de los Estados Unidos de América USP 40 NF 35, 2017).

1.4 Limite de deteccidn

Es una caracteristica de las pruebas de limite. Es la cantidad minima de analito
que puede detectarse en una muestra, aungue no necesariamente cuantificarse,
en las condiciones experimentales indicadas. Las pruebas de limite simplemente
comprueban que la cantidad de analito se encuentra por encima o por debajo de
un nivel determinado. Usualmente se expresa como concentracion de analito, por

ejemplo, porcentaje, partes por billén, etc., en la muestra.

1.5 Limite de cuantificacion

Segun la definicidon proporcionada por la Farmacopea de los Estados Unidos, el
limite de cuantificacion es una caracteristica de las valoraciones cuantitativas de
compuestos que se encuentran en baja concentracion en la matriz de una
muestra, estos pueden ser impurezas en farmacos a granel y productos de
degradaciéon en productos farmacéuticos terminados. Es la minima cantidad de
analito en una muestra que se puede determinar con precision y exactitud
aceptables en las condiciones experimentales indicadas. Se expresa
habitualmente como concentracion de analito en la muestra (Farmacopea de los
Estados Unidos de América USP 40 NF 35, 2017).

1.6 Linealidad e Intervalo

La linealidad de un procedimiento analitico es su capacidad para obtener
resultados de prueba que sean proporcionales ya sea directamente, o por medio
de una transformacién matematica bien definida, a la concentracion de analito en

muestras dentro de un intervalo dado. La linealidad es la relacion lineal entre la



concentracion y/o la medida. Las transformaciones posibles pueden incluir el
logaritmo, la raiz cuadrada o el reciproco, aunque otras transformaciones son
aceptables, si no es posible lograr la linealidad, se puede utilizar un modelo no
lineal, el objetivo es obtener un modelo que describa con precision la relacién de
concentracion en funcion de la respuesta, ya sea lineal o no lineal (Farmacopea de
los Estados Unidos de América USP 40 NF 35, 2017).

El intervalo de un procedimiento analitico es la amplitud entre las concentraciones
inferior y superior del analito, incluyendo estos niveles, en la cual se puede
determinar al analito con un nivel adecuado de precision, exactitud y linealidad
utilizando el procedimiento a validar. El intervalo se expresa usualmente en las
mismas unidades que los resultados de la prueba obtenidos mediante el
procedimiento analitico.

La linealidad debe establecerse en el intervalo completo del procedimiento
analitico y por medio de datos estadisticos adecuados. Los datos obtenidos a
partir de la linea de regresién pueden ser Utiles para proporcionar estimaciones
matematicas del grado de linealidad. Se deberian presentar entre los datos
estadisticos el coeficiente de correlacion, la interseccion con el eje de ordenadas,
la pendiente de la linea de regresion y la suma de cuadrados residuales. El
intervalo del procedimiento se valida verificando que el procedimiento analitico
proporciona precision, exactitud y linealidad aceptables cuando se aplica a
muestras que contienen el analito en los extremos del intervalo, al igual que dentro
del intervalo (Farmacopea de los Estados Unidos de América USP 40 NF 35,
2017).

1.7 Robustez

Es una medida de la capacidad que posee un procedimiento analitico para no ser
afectado por variaciones pequefias, aunque deliberadas, en los parametros del
procedimiento indicados en la documentacién y provee una indicaciébn de su
aptitud durante condiciones normales de uso. Esta puede determinarse durante la
etapa de desarrollo del procedimiento analitico (Farmacopea de los Estados
Unidos de América USP 40 NF 35, 2017).



1.8 Aptitud del sistema

Una consecuencia de la evaluacion de la tolerancia y la robustez deberia ser que
se establezca una serie de parametros de aptitud del sistema, esto para asegurar
que la validez del procedimiento analitico se mantiene cada vez que se usa,
puesto que si las mediciones son susceptibles a variaciones en las condiciones
analiticas, éstas deben controlarse adecuadamente o debe incluirse una
advertencia en el procedimiento (Farmacopea de los Estados Unidos de América
USP 40 NF 35, 2017). Las tipicas variaciones en un analisis por cromatografia de
liquidos son la estabilidad de soluciones analiticas, diferentes equipos y diferentes
analistas, las variaciones de pH de la fase movil, la composicién de la fase movil,
diferentes lotes o proveedores de columnas, la temperatura y la velocidad de flujo.
Basicamente las pruebas de aptitud del sistema se basan en el concepto de que el
equipo, el sistema electronico, las operaciones analiticas y las muestras a analizar
constituyen un sistema integral que puede evaluarse como tal (Farmacopea de los
Estados Unidos de América USP 40 NF 35, 2017).

2. Datos requeridos para la validacion

Los requisitos de las pruebas farmacopeicas varian desde andlisis muy rigurosos hasta
evaluaciones subjetivas de atributos. Ante esta amplia gama de analisis, existen
diferentes procedimientos de prueba que requieren diferentes esquemas de validacion
(Farmacopea de los Estados Unidos de América USP 40 NF 35, 2017). Dentro de las

pruebas mas habituales se encuentran las siguientes:

o Categoria |
Son procedimientos analiticos para la cuantificacibn de los componentes
principales de farmacos a granel o ingredientes activos (incluyendo conservantes)
en productos farmacéuticos terminados (Farmacopea de los Estados Unidos de
América USP 40 NF 35, 2017).

e Categoria ll
Son procedimientos analiticos para la determinacion de impurezas en farmacos a

granel o productos de degradacion en productos farmacéuticos terminados. Estos



procedimientos incluyen andlisis cuantitativos y pruebas de limite (Farmacopea de
los Estados Unidos de América USP 40 NF 35, 2017).

e Categoria lll
Son procedimientos analiticos para la determinacion de caracteres de desempefio,
por ejemplo disoluciones, liberacién de farmacos, etc (Farmacopea de los Estados
Unidos de América USP 40 NF 35, 2017).

e Categoria IV
Pruebas de identificacion:
Para cada categoria, se requiere diferente informacion analitica, la cual se indica

en la tabla, con los datos que normalmente se requieren para cada una de las

categorias.
Tabla No. 1 Datos requeridos para la Validacion
Caracteristicas de ) Categoria ll ] ,
desempefio Categoria Analisis Pruebas Categoria Catel\glona
analitico ! Cuantitativos | de Limite !
Exactitud Si Si * * No
Precisién Si Si No Si No
Especificidad Si Si Si * Si
Limite de Deteccion No No Si * No
Limite de
Cuantificacion No Si No i No
Linealidad Si Si No * No
Intervalo Si Si * * No

(Farmacopea de los Estados Unidos de América USP 40 NF 35, 2017).

La validez de un procedimiento analitico puede verificarse s6lo mediante estudios
de laboratorio. Por lo tanto, la documentacién de la conclusion de dichos estudios,

constituye un requisito basico para determinar si un procedimiento es adecuado
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para sus aplicaciones previstas. Los procedimientos farmacopeicos oficiales
también estan sujetos a reglamentos que requieren la demostracion de aptitud en
las condiciones reales de wuso. Cualquier propuesta de procedimientos
farmacopeicos analiticos nuevos o revisados debe ir acompafiada de la
documentacion adecuada (Farmacopea de los Estados Unidos de América USP
40 NF 35, 2017).

B. Cromatografia

Segun la USP 40 las técnicas de separacion cromatografica son métodos de separacion
de multiples etapas en los que los componentes de una muestra se distribuyen entre dos
fases, una de las cuales es estacionaria y la otra moévil. El término cromatografia de
liquidos, en algunos compendios, es un sin6nimo de cromatografia de alta presiéon y de

cromatografia de alta resolucion.

1. Cromatografia liquida de alta resolucién

La cromatografia liquida de alta resoluciébn o eficacia se encuentra dentro de la
cromatografia de elucion, en la cual, un liquido o fase movil circula en intimo contacto con
un sélido y otro liquido inmiscible o fase estacionaria. Al introducir una mezcla de
substancias o analitos en la corriente de fase movil, cada analito avanzara a lo largo del
sistema con una velocidad diferente que dependera de su afinidad por cada una de las
fases (Universidad Central de Venezuela, 2008). Por lo tanto, después de terminado el
recorrido de la muestra por la columna, cada una de las substancias introducidas en el

sistema eluird con un tiempo diferente, es decir, estaran separadas.

1.1. Clasificacién de la cromatografia liquida

Los diferentes tipos de cromatografia liquida se pueden clasificar de diferentes
maneras, pero la forma comun y habitual de clasificarla es en base a la naturaleza
de la fase estacionaria, puesto que esta le impone fundamentalmente el
mecanismo de separacion (Universidad Central de Venezuela, 2008), se pueden

enumerar los siguientes tipos de técnicas:
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v' Cromatografia de adsorcién (liquido-solido).
La fase estacionaria es un adsorbente y la separacion se basa en repetidas
etapas de adsorcidén-desorcion (Universidad Central de Venezuela, 2008).

v' Cromatografia de reparto/adsorcion (fases ligadas quimicamente).
La separacion se basa en un reparto del soluto entre la fase movil y la fase
estacionaria (Universidad Central de Venezuela, 2008).

v' Cromatografia de intercambio iénico.
Se da cuando la fase estacionaria presenta en su superficie grupos
ionizados capaces de retener selectivamente a iones de signo contrario
que circulan en la fase movil (Universidad Central de Venezuela, 2008).

v' Cromatografia de exclusién molecular.
La fase estacionaria, es un material poroso de tamafio de poro controlado,
que permite la entrada de ciertas moléculas de manera selectiva, dejando

fuera otras de mayor tamafio (Universidad Central de Venezuela, 2008).

Basicamente el mecanismo de retencién en los dos primeros casos es similar, variando el
tipo de interacciones que se producen y cudl de ellas es la predominante, por tal razén,
existe otro tipo de divisién de los dos primeros tipos de cromatografia, dependiendo de la
polaridad de la fase estacionaria:

v' Cromatografia de fase normal:
La fase estacionaria presenta puntos activos de alta polaridad y las
interacciones producidas con el soluto son especificas del grupo activo. La
fase estacionaria puede ser un sélido adsorbente (silice o alimina), o bien,
un soporte al que se unen quimicamente moléculas organicas que
presentan grupos funcionales de alta polaridad (Ciano, amino, etc.)

(Universidad Central de Venezuela, 2008).

v' Cromatografia de fase reversa (inversa)
La fase estacionaria tiene una naturaleza (cadenas hidrocarbonadas,
grupos fenilo) y las interacciones que se producen son inespecificas (efecto

solvofobo) (Universidad Central de Venezuela, 2008).
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Los métodos cromatograficos logran la separacion de los diferentes componentes en las
muestras a través del paso de una muestra por la fase estacionaria con la ayuda de la
fase movil, cada componente de la muestra posee propiedades particulares que permiten
la interaccion en forma diferente entre la fase estacionaria y la fase mévil, de esta forma
cada componente se retrasa en forma particular y si el flujo, las caracteristicas de la fase
estacionaria y movil, asi como la longitud de la columna son las adecuadas, se logra la
separacion completa de todos los componentes de la muestra. Basicamente el objetivo
principal de la cromatografia es lograr la separacién de todos los componentes en una
muestra, por lo que es necesario jugar con una serie de factores cromatograficos, por ello
es necesario conocer como estan relacionados los diferentes factores experimentales con

las ecuaciones cromatogréficas (Universidad Central de Venezuela, 2008).

Los componentes basicos de un cromatégrafo de liquidos son:

Dispositivo de suministro de eluyentes (bomba y dispositivos de mezcla de
eluyentes).

Dispositivos de inyeccion

Conducciones y conexiones

Detector y registrador

Columna

Inyectores automaticos

Colectores de fracciones

Hornos

Sistemas de tratamiento de datos

Entre otros.
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Figura No. 1 Componentes de un HPLC
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(Gonzalez, 2017)
a) Sistema de suministro de fase movil

Este sistema se encuentra incluido en cada HPLC, el cual brinda la presion para
forzar el paso de la fase mévil a través de la columna, cuyo relleno muy compacto,
es el responsable de una importante sobrepresion.

En HPLC, para una fase estacionaria concreta, la naturaleza de la fase movil es el
factor clave en la separacion (Universidad Central de Venezuela, 2008). Existen
dos modalidades:

Isocrética: en esta modalidad la composicion de la fase moévil permanece

constante durante la separacion.

En gradiente: la composicion se va modificando durante la separacion, para ello
el cromatégrafo debe disponer de un sistema de programaciéon de gradiente, que
permite la mezcla reproducible de disolventes en distintas proporciones durante la

separacion cromatografica (Universidad Central de Venezuela, 2008).
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Sistema de inyeccidén de muestra

El volumen de inyeccién debe ser preciso y hacerse a la entrada de la columna en
un corto periodo de tiempo para perturbar lo menos posible el régimen de
circulacion de fase mévil establecido en la columna y el detector. La cantidad de
volumen empleado usualmente es pequefio, unos pocos microlitros, lo que se
traduce en muchos casos como el factor limitante del método es la
reproducibilidad con que puede introducirse la muestra en la columna (Universidad
Central de Venezuela, 2008) esto porque existen cromatografos en los que se
acostumbra a inyectar las muestras con jeringas en un orificio de elastomero,
aspecto que lo hace no muy reproducible y esta limitado a presiones menos de
1500 psi. El método que da mejores resultados es el que utiliza asas de muestreo,
por lo general, estos ya vienen con los cromatégrafos modernos y traen varias
asas intercambiables con capacidades de 5 a 500 L, por lo que, la inyeccion con
un asa de este tipo es reproducible hasta unos cuantos décimos de porcentaje

relativo (Parajén, Parajén , & Peralta, 2008)

Columna cromatografica

Este término incluye columnas de acero inoxidable con recubrimiento interno y
poliméricas, rellenas con una fase estacionaria. La longitud y el didmetro interno
de la columna afectan la separacion, y por lo tanto, las dimensiones tipicas de la
columna se incluyen en la monografia individual. Muchas veces para alargar la
vida de la columna se incorporan precolumnas con el objetivo de retener
impurezas de la muestra que podrian perjudicar la columna cromatogréafica
(Universidad Central de Venezuela, 2008).

Las separaciones se logran por procesos de particion, adsorcién o intercambio
i6nico, segun el tipo de fase estacionaria empleada. Las fases estacionarias
comunmente usadas son silice modificada o las microperlas de polimeros. Las
microperlas se madifican agregando hidrocarburos de cadena larga (Farmacopea
de los Estados Unidos de América USP 40 NF 35, 2017).

Detector
Un detector ideal debe ser sensible a pequefias concentraciones de analito, dar
una respuesta lineal amplia, tener poco ruido de fondo y ser estable en el tiempo

gque dura el cromatograma. En caso se utilice gradiente debe ser insensible a los
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cambios de composicion de la fase mévil. La celda de flujo del detector debe tener
un volumen minimos para no provocar ensanchamiento de las bandas

(Universidad Central de Venezuela, 2008).

C. Formas farmacéuticas liquidas orales

La Real Farmacopea Esparfiola define las preparaciones liquidas para uso oral como
disoluciones, emulsiones o0 suspensiones que contienen uno o mas principios activos en
un vehiculo adecuado. Dentro de este grupo de preparaciones, las principales que se

elaboran son:

— Solucién: es una mezcla, fisica y quimicamente homogénea, puede contener dos o
mas sustancias en la que el solvente es liquido y el soluto es un sélido o liquido.
El producto final es una sola fase y tiene que ser clara y transparente (Calvo,
Esquisabel, Hernandez, & Igartua, 2015).

— Suspensién: es un sistema disperso heterogéneo constituido por particulas de un
sélido insoluble o fase dispersa de un tamafio mayor de 0.1 um en un liquido o
medio dispersante. Presenta un aspecto turbio, percibiéndose a simple vista la
presencia de particulas del soluto (Calvo, Esquisabel, Hernandez, & lgartua,
2015).

— Jarabe: es una preparacion acuosa de uso oral que se caracteriza por tener un
sabor dulce y de consistencia viscosa, puede contener sacarosa a una
concentracion de al menos 45% (m/m). El sabor dulce se puede obtener utilizando
agentes edulcorantes o polioles (Calvo, Esquisabel, Hernandez, & Igartua, 2015).

— Elixir: es una solucién constituida por agua, alcohol y generalmente azlcar, que en

la actualidad esta en desuso (Calvo, Esquisabel, Hernandez, & Igartua, 2015).

1. Jarabe

La farmacopea europea define un jarabe como una preparacion acuosa que se
caracteriza por un sabor dulce y una consistencia viscosa. La farmacopea americana
define un jarabe como una solucion oral con alta concentraciébn de azlUcares y otros
azucares. En otras palabras los jarabes son soluciones concentradas de azucares, como

sacarosa, en agua o en otro liquido acuoso. Si se utiliza agua purificada solamente para
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preparar la solucién de sacarosa, la preparacion se conoce con los nombres de jarabe o
jarabe simple. Ademas de la sacarosa pueden agregarse otros polioles, como la glicerina
o el sorbitol, para retardar la cristalizacion de la sacarosa o aumentar la solubilidad de los
componentes agregados (Gennaro, 2003). Usualmente el alcohol se adiciona como
conservante y también como solvente de las esencias aromatizantes; la incorporacion de
agentes antimicrobianos puede aumentar la resistencia al ataque microbiano. Si la
preparacion acuosa contiene alguna sustancia medicinal agregada, el jarabe se designa
con el nombre de jarabe medicado. Los jarabes son muy eficaces para enmascarar el
sabor de las drogas amargas o saladas. Los jarabes son Utiles para preparar formas
farmacéuticas liquidas orales, no sélo a partir de la droga pura sino también de
inyectables, capsulas o comprimidos si no se dispone de la droga pura. Por una parte, si
la droga y todos los excipientes de la preparacién son hidrosolubles, la preparacion de un
jarabe dara lugar a una solucion. Por otra parte, si la preparacion que se utiliza contiene
componentes insolubles en agua, la preparacion dara lugar a una suspensién (Gennaro,
2003).

1.1. Clasificacién

1.1.1 Jarabes aromaticos o no medicamentosos

Estas son soluciones saturadas de un azlcar que pueden contener sustancias
aromaticas o de sabor agradable y colorantes. Estas soluciones son el punto de
partida de jarabes medicamentosos y se utilizan como vehiculos de preparaciones
extemporaneas (polvo o granulado para jarabes) o como integrante de otras
formas farmacéuticas (corregir sabor con el aromatizante, edulcorante, espesante,

aglutinante, etc.) (Gennaro, 2003).

El jarabe simple esta compuesto por sacarosa 65% y agua purificada en cantidad
suficiente. Un jarabe no necesita conservante antimicrobiano aunque se suelen
afadir porque también evitan que el azlcar precipite si esta en alta concentracion.
Los jarabes de zumos son jarabes clasicos utilizados principalmente como
vehiculos aromatizados o como excipientes o correctores de sabor. El jarabe
provee por la cantidad de azucares, accidon conservante, porque al estar en
concentraciones a saturacion, la actividad del agua es muy baja e impide el

crecimiento microbiano (Calvo, Esquisabel, Hernandez, & lgartua, 2015).
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1.1.2. Jarabes medicamentosos

Son jarabes arométicos que contienen uno o mas farmacos y que se emplean en
terapéutica por la accion caracteristica de estos farmacos. Usualmente estos
jarabes tienen incorporados HCI para ionizar los compuestos y la glicerina para
ayudar a disolver (Calvo, Esquisabel, Hernandez, & Igartua, 2015).

1.1.3. Jarabes sin azlcar

Se sustituye el azlicar o sacarosa por polioles o edulcorantes artificiales como la
sacarina con aspartamo, aspartamo con ciclamato sodico o mezclas de los tres
gue es una combinacion mas potente y utilizada. El aspartamo es un péptido de 2
aminoacidos y éstos pueden sufrir hidrélisis. Se utilizan cuando el farmaco es
inestable en presencia de sacarosa, pacientes diabéticos y en jarabes destinados
a dietas hipocaldricas (Calvo, Esquisabel, Hernandez, & lgartua, 2015).

Formulacion

Principio activo

Vehiculos (Agua purificada o destilada (aunque no se suele destilar) excenta de
calcio y COy).

Azlcares (sacarosa, glucosa y polioles)

Conservantes (acido benzoico, etanol > 18%, parabenos)

Cosolventes (EtOH, propilenglicol, glicerina)

Modificadores de la solubilidad ( Gluconato de calcio)

Modificadores del pH

Saborizantes (jarabe de zumos, vainilla)

Color (siempre asociar el sabor con el color) (Calvo, Esquisabel, Hernandez, &
Igartua, 2015).

2.1. Preparacion de jarabes

Existen dos posibilidades: método frio y método caliente.

Método en frio: es un procedimiento mas lento y puede cumplirse por prolongado

contacto del azucar con el agua destilada. Se utilizan si se quiere obtener un
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jarabe incoloro. Dentro de los métodos para disolver el azlcar estan: agitacion,

percolacion, sacarolizador (Calvo, Esquisabel, Herndndez, & lgartua, 2015).

Agitacion: este método evita una viscosidad elevada, consiste en
colocar agua en el envase y afadir lentamente el azucar. Para
elaborarlo a escala de laboratorio se utiliza un recipiente de tamafio
mayor que el volumen de jarabe a preparar. Para elaborarlo en
escala industrial se utilizan grandes tanques de acero inoxidable.
Percolacion: este método utiliza un percolador, el jarabe se obtiene
en un tiempo corto y el producto es claro e incoloro.

Figura No. 2 Método de percolacion

Agua purilicada (450 g)
/ +20 g de agua purificada

= /— = Lecho de sacarosa cristalina (850 g)

1.000 ml de percolado (jarabe simple)

Vila, J. Tecnologia farmacéutica. Vol. Il. (1997).
Sacarolizador: este sistema utilizado a nivel industrial permite
obtener jarabe simple en frio sin agitacion y de forma continua.

Figura No. 2 Método de percolacion

/ Agua purificada
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Rama—g. ‘ ‘ ‘ ‘ Placas perforadas
lateral SOEEEEEEELBLLL (pasta de papel)
\ARR
Densimetro Jarabe simple 'E—Ih_|
Espita de salida

Vila, J. Tecnologia farmacéutica. Vol. Il. (1997).
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— Método en caliente: son los mas comunes, en este caso se requiere un control
adecuado de la concentracion para que se mantenga dentro de los limites
exigidos. Facilitan la disolucién del azucar, es un procedimiento mas rapido, es
especialmente para jarabes cuyos componentes no se degradan ni volatilizan por
calor. Dentro de sus desventajas se encuentra que se carameliza el azlucar e
inversion de la sacarosa, esto quiere decir que la sacarosa se hidroliza a glucosa y
fructosa. Se obtiene un jarabe mas dulce y color mas oscuro (Calvo, Esquisabel,
Hernandez, & Igartua, 2015).

3. Ensayos de jarabes

3.1. Determinacion de densidad
Los jarabes poseen una densidad elevada. Para la determinacion usualmente se
utiliza el picnédmetro que es un instrumento sencillo utilizado para determinar con
precision la densidad de liquidos. Su caracteristica principal es la de mantener un
volumen fijo al colocar diferentes liquidos en su interior. Esto nos sirve para
comparar las densidades de dos liquidos pesando el picnémetro con cada liquido
por separado y comparando sus masas (Harris, D., 2006).

3.2. Punto de ebullicion

La elevacion del punto de ebullicion depende de la concentracion.

3.3. Viscosidad
Es la constante fisico-quimica mas sensible para evaluar la concentracién de

sacarosa.

3.4. Sacarosay azucar invertido
Sacarosa: método de Fehling
Azlcar invertido: polarimetria a 20 °C en jarabe diluido (1:10), medir el grado de

rotacion de la luz polarizada.

3.5. Adulterantes

Sacarina, Almidén, Acido salicilico, glucosa comercial.

3.6. Ensayos generales de las formas liquidas orales.
Ensayos fisicoquimicos como sabor, olor, color, entre otros.
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1.  JUSTIFICACION

En un laboratorio farmacéutico la validacion de los métodos analiticos es un aspecto
importante de la garantia de calidad de los productos, porque asegura que los resultados
entregados por los métodos son confiables. De igual manera existen directrices
establecidas en el reglamento técnico centroamericano RTCA 11.03.39: 06. que deben
ser aplicadas a todos los métodos analiticos no oficiales y oficiales con el objetivo de
cumplir las normativas vigentes de buenas practicas de manufactura y buenas practicas
de laboratorio. Con la validacion de un método por parte del laboratorio, lo que se busca
es respaldar con fundamento estadistico que el método cumple y es adecuado para los
fines previstos. La guia abordé la validacion de métodos analiticos de jarabes por
cromatografia liquida de alta resolucién cuyo fin es orientar en la practica al personal

colaborador para validar los métodos analiticos.

Es importante que el laboratorio tenga claridad antes de iniciar la validacion de cuales son
los requerimientos del método para establecer el alcance de la validacion, es por ello que
la guia es de utilidad para que el personal colaborador conozca los pasos previos a la
realizacion del andlisis. Ademas, como parte de la implementacion del método, el
laboratorio usuario debe verificar su desempefio contra las especificaciones de la
validacién. La verificacion del método, unida a la cualificaciébn del equipo involucrado,
permite evaluar el desempefio del sistema completo y, por ende, su adecuacién al
propésito del andlisis, demostrando asi el laboratorio usuario que domina el método y lo

usa correctamente.
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IV. OBJETIVOS

General

Elaborar una guia para la validacion de métodos analiticos de jarabes por cromatografia

liguida de alta resolucion en un laboratorio farmacéutico.

Especificos

1. Describir el proceso de validacion de métodos analiticos y los aspectos

estadisticos requeridos por normativa.

2. Ejemplificar un proceso de validacién para orientar al personal colaborador en el
proceso de validacion de un método analitico de jarabes en un laboratorio

farmacéutico.

3. Esquematizar el proceso para la validacion de métodos analiticos de jarabes en un

laboratorio farmacéutico.
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V. METODOLOGIA

Los pasos propuestos para la elaboracion de la guia para la validacion de métodos

analiticos de jarabes por cromatografia liquida de alta resolucion en un laboratorio

farmacéutico fueron:

1.

Investigacion documental: Es la base para la realizacion de la guia de validacion,
porque hace referencia a los parametros para la validacion estadistica de
metodologias analiticas basados en reglamentos y/o normas establecidas. Se
determind la secuencia de pruebas y analisis que se deben realizar para comprobar
gue los métodos cumplen con los propdsitos para los cuales fueron disefiados.

Método de analisis de datos: Se elaboraron fichas de férmulas estadisticas, en un
ejemplo aplicado, los cuales son de utilidad para validar los resultados de los ensayos

analiticos.

Se recopild6 por medio de la técnica de observacion y revisibn documental la

informacion necesaria para elaborar la guia.
Elaboracién de la guia:

Con los datos obtenidos de la investigacion documental y el analisis de datos del
ejemplo aplicado, se procedi6 a la elaboracion de la guia, la cual esta conformada de

las siguientes secciones:

e Introduccion
e Obijetivos
e Alcance
e Términos y definiciones
e Generalidades
¢ Metodologias farmacopeicas y no farmacopeicas
e Validacion de metodologias
e Caracteristicas de procedimientos analiticos
= Interpretacion y ejemplificacion de resultados

e Informe final de validacién
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VI. RESULTADOS

Dentro de los resultados obtenidos se detalla la guia elaborada:

GUIA PARA LA VALIDACION DE METODOS
ANALITICOS DE JARABES POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
RESOLUCION EN UN LABORATORIO
FARMACEUTICO.



GUIA PADA LA
VALIDACION DE
METODOS
ANALITICOS DE
JARADBKES PODR
CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA
RESOLUCION EN UN
LABORATORIO
FADMACEUTICO
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1. Introduccion

El presente documento es una guia para evaluar caracteristicas a considerar durante la
validaciéon de los procedimientos analiticos aplicados a jarabes por cromatografia liquida
de alta resolucion (HPLC).

La finalidad de la guia es servir de instruccion al personal colaborador en la validacion de
métodos analiticos aplicados a jarabes por cromatografia liquida de alta resolucion. Su
disefio responde a necesidades del personal para validar métodos en el marco de las
actividades de garantia de calidad.

Los procedimientos ejemplificados en la guia constituyen una sintesis de las actividades
de andlisis por parte de los analistas en el laboratorio. Actualmente, muchas
organizaciones profesionales han elaborado directrices para la validacion de métodos,
que se han tomado en cuenta para elaborar la presente guia.

2. Alcance

Aplica en la evaluacion de parametros de desempefio de validacion de métodos analiticos

fisicoguimicos de jarabes por cromatografia liquida de alta resolucién.

3. Términos y definiciones

Exactitud: Es la proximidad entre los resultados de la prueba obtenidos mediante el

método y el valor verdadero.

Precisién: Expresa el grado de concordancia entre una serie de mediciones individuales
obtenidas de mdltiples muestreos de una misma muestra homogénea original o bien a
partir de varias muestras obtenidas por dilucibn de la muestra bajo condiciones
establecidas. Existen tres formas de determinacion: repetibilidad, precision intermedia y

reproducibilidad.

Especificidad: Capacidad de evaluar, medir e identificar simultanea o separadamente,

los analitos de interés de forma inequivoca sin interferencias de impurezas, productos de
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degradacion, compuestos relacionados, excipientes u otras sustancias previsibles

presentes en la matriz de la muestra.

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

exacto. Es comunmente expresado como concentracién del analito.

Limite de Cuantificaciéon: Minima cantidad del analito en una muestra que puede ser
cuantitativamente determinada con precision y exactitud aceptable. Es un parametro del
andlisis cuantitativo para niveles bajos de compuestos en matrices de muestra y se usa

particularmente para la determinacién de impurezas y productos de degradacién.

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

concentracion de analito en muestras en un intervalo dado.

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

precision, exactitud y linealidad utilizando el método segun se describe.

Robustez: Medida de la capacidad de un método analitico para permanecer no afectado,
por pequefios pero deliberadas variaciones en los parametros indicados. Provee una

indicacion de su aptitud durante su uso normal.

4. Generalidades

El objetivo de la validacion de un procedimiento analitico es demostrar que es adecuado
para el propdsito previsto. En una validacion el objetivo del procedimiento analitico debe
estar claramente entendido, puesto que especificara las caracteristicas de validacién que
deben evaluarse. Las caracteristicas de validacion que usualmente deben considerarse

son las siguientes:
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Exactitud

Precision

Repetibilidad

Precision intermedia
Especificidad

Limite de deteccion
Limite de cuantificacion

Linealidad e intervalo

La validacibn de métodos analiticos en garantia de calidad y las buenas practicas de
laboratorio aseguran que los resultados sean veraces y coherentes con el objetivo
previsto. Cada método nuevo que se introduzca en un laboratorio debe estar
documentado y todo analista que los utilice debe tener una formacién adecuada y

demostrar su competencia en la préactica.

El procedimiento analitico se refiere a la forma de realizar el analisis. Deberia describir en
detalle los pasos necesarios para realizar cada prueba analitica. Esto puede incluir, pero
no se limita a: la muestra, el estdndar de referencia y las preparaciones de reactivos, el
uso del equipo, la generacion de la curva de calibracién, el uso de férmulas para el
calculo, etc.

Los procedimientos con referencia de proveedor han de respetarse lo maximo posible,

caso contrario, si se realizan cambios importantes, se necesitara un validacién completa.

Cabe mencionar que existen excepciones en las cuales la revalidacion puede ser
necesaria, como por ejemplo:

Cambio en la sintesis de la sustancia farmaco

Cambio en la composicion del producto terminado

Cambios en el procedimiento analitico
El grado de revalidacién requerido depende de la naturaleza del cambio, ciertas
modificaciones pueden requerir nuevamente una validacién. Si un método se modifica o
se aplica en una situacion nueva este se debe revalidar o realizar una verificacion, segun
el alcance de la modificacion y el caracter de la nueva situacion, por ejemplo, se
necesitarq verificacion si se utiliza una columna cromatografica de una dimension
diferente, pero si la modificacion es pequefia, no se necesitara realizar ninguna medida,

por ejemplo, si se sustituye una columna cromatografica por otra del mismo tipo. A
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manera de ejemplo se establecen en la siguiente tabla los cambios, su impacto y el

parametro de desempefio a revalidar.

Tabla No. 1: Aspectos para revalidar:

CAMBIO IMPACTA PARAMETRO A
REVALIDAR

Dispositivo de medicién del | Variacion en sistema de | Precision del sistema

instrumento de medicion medicion Adecuabilidad o
especificidad

Concentracién de la | Exactitud del método Linealidad del sistema vy

solucién de referencia exactitud del método

Formulacién del producto Exactitud del método Exactitud y Repetibilidad del
método.

Linealidad del método.

Especificidad.
Equipos Variaciéon del método Tolerancia
Proveedor de columnas Variacion del método Tolerancia

Referencia: Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Biol6gos. (2002)

La validacién de un método se realiza mediante una serie de pruebas normalizadas y
experimentales de las que se obtienen datos sobre su exactitud, precisién, linealidad, etc.
El proceso que ha de seguirse debe estar documentado y para ello debe constar por
escrito como procedimiento normalizado de trabajo. Al estar validados o verificados los
métodos, su utilizacién en el laboratorio debe ser autorizada formalmente por la persona
responsable. Luego de ser aprobados, es fundamental que se respeten estrictamente
todos los procedimientos, en caso, se introduzcan variaciones, debe dejarse constancia
documentada del hecho, si el cambio o variacién es de significancia importante sera

necesario volver a validar las nuevas condiciones del método.

Una determinacion analitica con métodos instrumentales puede dividirse en dos

componentes principales:

1. Sistema: incluye el instrumento, estandar y material volumétrico.
2. Método: analistas, muestras y variaciones realizadas al sistema si se utiliza mas

de un instrumento.
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Etapa

Actividad

Area de Investigacion y Desarrollo

1. Identificacién de requisitos Establecer el objetivo final.
, . o Busqueda bibliogréfica sobre algun método
2. Elegir el método de analisis el cual _ _ o
. ] o actual estandarizado o identificaciéon de un
dependera de: disponibilidad de ] o .
) ) ) método  similar, recomendacion de
equipos, instalaciones, L
o proveedores u otra organizacion
conocimiento del personal,
_ . _ competente.
disposiciones reglamentarias.
Evaluacién preliminar del método para
3. Desarrollo del método establecer si puede cumplir los requisitos.
Area de Validaciones Analiticas
1. Validacion de estandar Trazado de estandar contra estandar USP
o material de referencia certificado.
» Preparacion y elaboracién de placebo en
2. Elaboracion de placebo y »
base a master de produccién o formulacién
desarrollada por investigacion y desarrollo.
Identificacién de los requisitos que conlleva
3. Identificacién del método a validar la validacion del método revision de
reactivos, estandar, materias primas,
productos, disponibilidad de equipos,
cristaleria, etc. Determinaciéon de la forma
de validacion del producto o placebo
adicionado.
4. Preparar la documentacion de la

validacién (método y protocolo).
5. Redactar las instrucciones para los

analistas.

Elaboracion de protocolo de validacion en
base a los requisitos del método.
de de

de objetivos, entre otros.

Resolucion dudas trabajo,

explicacion
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6. Desarrollo de andlisis del método.

7. Realizar controles de calidad para
vigilar cumplimiento de los criterios
de aceptacién del método.

8. Examinar método y de ser
necesario proponer cambios.

9. Elaboracién de datos y calculos
estadisticos.

10. Elaboracion  de  informe  de
validacion

11. Autorizacion  de  informe  de

validacion.

Evaluacién del método para establecer si

puede cumplir los requisitos.

Referencia: Autoria propia

2. Validacién de metodologias

Metodologias farmacopeicas

Son metodologias analiticas desarrolladas por un organismo de normalizacién u

otro organismo reconocido cuyos métodos generalmente son aceptados por el

sector técnico correspondientes.

Metodologias no farmacopeicas

Son metodologias analiticas desarrolladas por un tercero o que ha sido adaptado

por el laboratorio a partir de un método normalizado.

3. Validacién del método

Procedimiento:

1. Segun el Reglamento Técnico Centroamericano RTCA 11.03.39:06 la validacion de

métodos analiticos aplica a todos los métodos analiticos no oficiales y oficiales

utilizados para el control de calidad de medicamentos.

2. Para los métodos analiticos oficiales Unicamente debe comprobarse la linealidad y

precision del sistema.

3. Los parametros de desempefio que pueden evaluarse para validar los métodos

analiticos no oficiales son: exactitud, precision, especificidad, limite de deteccion,

limite de cuantificacion, linealidad e intervalo.




32

Para la validacion de métodos analiticos, se debe proceder de la siguiente forma:

1. Verificar que el método a validar se encuentre debidamente documentado.

2. Elaborar un Protocolo, el cual servird de guia, para la preparacion del placebo,
muestras y andlisis de las muestra.

3. Determinar la categoria del método analitico a validar segun Tabla No.2 y los
parametros de desempefio que por categoria le corresponden.

Tabla No. 2 Pardmetros de desempefio a evaluar en la metodologia analitica para su

validacion, segun categoria

Categoria de Categoria | | Categoria ll Categoria lll Categoria IV
prueba
Parametro de Principio(s) | Prueba de Prueba de Fisico quimico | Identificacion
desempefio activos (s) limite limite desempefio

Cuantitativa Cualitativa
Exactitud Sl Sl * * NO
Precision SI SI NO SI NO
Especificidad Sl Sl Sl * Sl
Limite de NO NO Sl * NO
deteccion
Limite de NO Sl NO * NO
cuantificacion
Linealidad Sl Sl NO * NO
Intervalo Sl Sl * * NO

* Puede requerirse dependiendo de la naturaleza del ensayo

Referencia: Reglamento Técnico Centroamericano RTCA 11.03.39:06

4. Considerar el detalle de aspectos como:
4.1 Reactivos: Determinar los reactivos a utilizar, con el grado de pureza requerido,
instrucciones de uso y vida media de utilizacion.
4.2 Sistema de andlisis adecuado: Debe confirmarse que el procedimiento analitico
funcionara correctamente independientemente de las condiciones ambientales.

Incluye algunas consideraciones como:
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4.2.1. HPLC: Inyectar fase movil, diluyente, evaluar factor de coleo (factor tailing),
resolucion requerida, numero de platos tedricos.

4.3 Preparacion del Estandar: Deben indicarse los detalles especificos para la
preparacion de todas las soluciones estandares y preparacién de muestras poco
comunes como por ejemplo impurezas.

4.4 Preparacion de placebos:

Se utiliza una mezcla preparada en el laboratorio de todos los componentes de la
matriz de la muestra sin el analito y luego se procede a enriquecer con estandar o
muestra del activo. Para preparar las soluciones, en este caso se mantiene
constante la cantidad de muestra tomada y se agregan cantidades variables del

estandar.

4. Parametros para la validacién

4.1 Especificidad
Este parametro se relaciona con el grado en que otras sustancias interfieren en la

identificacion y cuantificacién de los analitos, puesto que mide la capacidad del método
para identificar y/o cuantificar los analitos presentes en una muestra matriz en las
condiciones exigidas por el método. La validacion debe garantizar el buen funcionamiento
del método y que éste distingue los efectos de las impurezas que podrian estar presentes

en la matriz.

En base a la experiencia en el andlisis de la muestra, se deben analizar placebos del
producto, como lo indica el método, muestras de producto y cuando proceda sustancias
relacionadas, precursores, homélogos y una mezcla del producto con ellos o cualquiera

de ellos.

Para métodos cromatograficos evaluar la respuesta del estandar que debe leerse por lo
menos siete veces, la fase movil una lectura, diluyente una lectura, medio de disolucién
una lectura 'y placebos realizar tres lecturas. Si el método es oficial, este parametro no es

requerido.

Se prepara una solucion estandar del analito a la concentracion esperada en el
procedimiento de ensayo, y una solucién de matriz a la misma concentracion relativa. Se

lleva a cabo una comparacion de las mediciones de ambas soluciones.
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Calculos
Concentracién estandar mg pesados estandar Acetaminofén X % Potencia est. Acetaminofén B.H.
Acetaminofén en mg/mL = - =
volumen (mL) disolucién 100%

g Acetaminofén real - X _1m X mg de Acetaminofén X 1g

d d _ (g) adicionados de producto —_—
adicionada = G.E (9) mL (dosis) 1000 mg
g Acetaminofén Area muestra X Concentracion X vol. (mL) disolucion X lg

recuperado = Area promedio_del std

estandar mg/mL

1000 mg

Porcentaje de recuperacion de | g de Acetaminofén recuperado

Acetaminofén = g de Acetaminofén_adicionados

X 100%

Valores Estandar -
No. Area Estandar
Peso estandar 45.0
‘ ™o 1 3911155
Potencia estandar 99.220 %BH
Lote estandar XDY-342 2 3910156
Fecha d imi 01/09/2020 3 3923789
echa de vencimiento
veeme 4 3925644
Concentracion estandar 0.446490 mg/mL 5 3012125
Ve -~ 6 3924775
alores Muesira PROM 3917941
Lote producto JKL-234
Fecha de vencimiento 01/09/20 BSR o lenzkiy
mg de Acetaminofén cuanti. 167.8024 mg/5 mL
Gravedad especffica 1.1268 mg/mL

Para los célculos se utilizan las siguientes férmulas:

Para los estandares evaluar el promedio y la desviacion estandar, en base a las

siguientes formulas:

Férmula; Promedio aritmético

_ le - > suma éareas
_ X1 =
X n ' No. total de areas

Foérmula: Desviacion Estandar

nQ_y)-0Oy)
\ n(n-1)
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CALCULOS DE ESPECIFICIDAD

X Y Y1

’ Peso de -
Forcentaje Areamuestas | Acetamimfénreal | (@ Acetaminofén real | 9) Acetaminofén o - v 9 Recuperacion

Acetaminofén Adicionado recuperado Acetaminofén
adicionado (g)

Fila No. Y2 s s?

1 Placebo 1
2 Placebo 2
3 Placebo 3

0.00000000 0.00000000 0.00000000 0.00000000 0.00000000 0.00000000 0000 0000000
0.00000000 0.00000000 0.00000000 0.00000000 0.00000000 0.00000000 0.000 0.000000 0.00000000 0.00000000
0.00000000 0.00000000 0.00000000 0.00000000 0.00000000 0.00000000 0000 0000000
0.00000000 0.00000000 0.00000000 0.00000000 0.00000000 0.00000000 0.000 0.000000 0.00000000 0.00000000
0.00000000 0.00000000 0.00000000 0.00000000 0.00000000 0.00000000 0.000 0.000000 0.00000000 0.00000000

Diluyente

oo oo |

Fase mévil

Para la especificidad calcular el porcentaje de recuperacion de placebos, fase moévil y

diluyente en base a la siguiente formula:
Formula: Porcentaje de recuperacion

Cantidad recuperada

100
Cantidad adicionada mx 100% *

Porcentaje de recobro =

. 0.00000000 g
Porcentaje de recobro = ———— —x 100%
045¢g

Criterios de Aceptacion:
La respuesta del método Unicamente debe ser debida al analito.

La matriz no debe presentar ningun tipo de sefial que interfiera con la sefial que se

encuentra para el estandar.

4.2 Linealidad

4.2.1 Linealidad del sistema

Metodologia:

1. Preparar por diluciéon o por pesada y de forma independiente por lo menos 5 niveles
de concentracibn de estandar respecto a la concentracion de trabajo o la
especificacion de la prueba. La concentracion central debe ser igual a la que se
prepara la solucion de referencia en el método o la que represente el 100% en la
muestra procesada para su medicion.

2. Elintervalo debe elegirse con valor medio o central al 100% dentro de las opciones se
encuentran 50% - 150% u 80% - 120%.

3. Debe de leerse por lo menos 3 veces cada concentracion o nivel para evaluar
estadisticamente la regresion lineal del sistema.

4. Medir la respuesta analitica bajo las mismas condiciones de medicion.
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CALCULOS DELINEALIDAD DEL SISTEMA

X Y
Fila % Peso(rr:;)eslra Cor;;egn/:\ic)lén Area XY xz Yz F(y/x) F(y/x)prom s s?
| 1| 035719 3006438 1073875.602096 0.12758612 9038669447844 8416868.24
| 2| @& 36.0 0.35719 3038218 1085227.163856 0.12758612 9230768615524 8505840.00 846846981 | 46161.50048 2130892435
3 0.35719 3020953 1082274.971976 0.12758612 9180615182209 8482701.18
| 4| 0.40184 3474216 1396082.431656 0.16147619 12070176814656 8645747.95 13233553111
|s| 40.5 0.40184 3434852 1380264.362532 0.16147619 11798208261904 8547788.80 8656864.28 | 115037.1814
6 0.40184 3526981 1417285572021 016147619 12439504974361 8777056.10
| 7 | 0.44649 3976344 1775397.832560 0.19935332 15811311606336 8905785.12
| 8 | 100 45.0 0.44649 3987879 1780548.094710 0.19935332 15903178918641 8931619.97 8917999.66 | 12974.66641 168341968.5
9 0.44649 3981170 1777552.593300 0.19935332 1584971456890 8916593.88
| 10 | 0.49114 4372638 2147573.054682 0.24121752 1911963079044 8903055.96 1393366621
| 11| 110 49.5 0.49114 4394083 2158105.530537 0.24121752 19307965410889 8946719.77 8907407.07 | 37327.82636
12 049114 4357604 2140189.270956 024121752 18988712620816 8872445.48
| 13 | 053579 4812007 2578263827436 0.28706878 23156277537409 8981345.23 1134037425
| 14| 120 540 0.53579 4845036 2595912.148368 0.28706878 23474373841296 9042822.91 900414343 | 33675.47215
15 053579 4815803 2580249.457764 0.28706878 23191958534809 8988262.15
b3 6.69735 59053312 26968801.914450 305010580 238561489414638 131864652.7 18060191560
Promedio 8790976.848
5 211711.3343
TEST DE LINEALIDAD PARA LA PENDIENTE
Numero de datos 15 Sylx 32582.40029691
Coeficiente de determinacion (R?) 0.99772833 Sh1 133232.66381687
Coeficiente de correlacion (r) 0.99886352 ttab (0.05,n-2) 2.160
Pendiente (b1) 10067362.4643 texp 75.562
Ordenada al origen (bo) -558089.2000 1) Limite superior 10355194.135
Limite inferior 9779530.793

Para el total de datos graficar la concentracion del analito vs. la respuesta. Verificar los

datos con comportamiento atipico mediante mediciones adicionales.

Realizar el andlisis de regresion lineal con la totalidad de los datos.

Calcular la ecuacion lineal, el valor de la pendiente, la ordenada en el origen

Férmula: Ecuacion lineal
Y =m>x-b
El coeficiente de correlacion

Formula: Coeficiente de correlacion

_ () -y
T - I y?)- ()

(15(26968801.914450)—(6.69735)(59053312))?
(15(3.05010580)—(6.69735)2)(15(238561489414638)—(59053312)2)

El coeficiente de determinacién

Formula: Coeficiente de determinacion
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= CESESHE>
ST

_ (15(26968801.914450) — (6.69735)(59053312))2
~ (15(3.05010580) — (6.69735)2)(15(238561489414638) — (59053312)2)

2

r

10. El intervalo de confianza para la pendiente

Férmula: Intervalo de confianza para la pendiente
IC(/B1) - b1 it0.975n—28b1

IC (Bl) = 10067362.4643 + (2.160)(133232.66381687)

11. La t de student experimental para la pendiente.
Férmula: “t” student experimental para la pendiente (B1) y para la ordenada al

origen (0)

|by|
tog= o ... — 100673624643
Su1 exp 133232.66381686
12. En la gréfica incluir la ecuacion lineal, la linea de ajuste y el coeficiente de

determinacion.

13. Calcular la prueba de homogeneidad de varianzas de Cochram. IC (81) no debe incluir

el cero.

oy = gfnayor
Opromedio

14. Calcular y graficar los residuos segun el programa estadistico de eleccion.

Criterios:

Criterios de aceptacion: El coeficiente de determinacion debe ser mayor o igual a 0.98.

El coeficiente de correlacion de la regresion lineal debe encontrarse entre 0.98 y 1.00.

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

La t de student experimental debe ser mayor que la tabulada, para el andlisis de la

pendiente.

La prueba de homogeneidad de Cochram experimental debe ser menor que la tabulada.
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El grafico de residuos debe demostrar que ningun residuo sea mayor que 3s.

4.2.2 Linealidad del método

Metodologia

1. Preparar soluciones de muestra o placebo enriguecido a no menos de cinco niveles de
concentracion. La concentracion central debe ser igual a la que se prepara la solucion
de referencia en el método o la que represente el 100% en la muestra procesada para
su medicion, y que fueron verificadas previamente al llevar a cabo la determinacion de
la linealidad del sistema.

2. Realizar la evaluacion en forma independiente por lo menos 3 veces cada nivel o
concentracion, para evaluar estadisticamente la regresion lineal del método.

3. Para cada evaluacién graficar la respuesta de la medicion contra la concentracion del

analito.

0S DEB26:061 LINEALIDAD E INTERVAL O DEL METODO

X Y Y1
Porcentaje fZE (g) Acetaminofén real | (g) Acetaminofén 9% Recuperacion
20D | oz || AERGEEES || AL Adicionado recuperado 87 & \ Acetaminofén % S &
adicionado (g)
1 80% 3320429 1.2874 0.0383059606 0.0378397345 0.00144949 0.00146735 0.00143185 98.783 9758.05912279
2 80% 3318874 12874 00383059606 00378220136 0.00144881 000146735 0.00143050 98.737 9748.92161141 0135 0018
3 80% 3327372 1.2874 0.0383059606 0.0379188571 000145252 0.00146735 000143784 98.989 9798.90989066
4 90% 3729933 1.4466 0.0430428791 0.0425064575 000182960 0.00185269 000180680 98.754 9752.30326917
5! 90% 3737606 1.4466 00430428791 00425938993 0.00183336 000185269 0.00181424 98.957 9792.46827500 0138 0.019
6 90% 3739889 1.4466 0.0430428791 0.0426199165 000183448 0.00185269 000181646 99.017 9804.43477594
7 100% 4192232 1.6042 0.0477321904 0.0477748344 000228040 000227836 000228243 100.089 1001787599614
8 100% 4175547 16042 00477321904 00475846915 0.00227132 000227836 0.00226430 99.691 9938.29278718 0209 0.044
9 100% 4188490 1.6042 0.0477321904 0.0477321904 000227836 000227836 000227836 100.000 10000.00000000
10 110% 4581915 1.7657 0.0525375444 0.0522156766 000274328 0.00276019 000272648 99.387 9877.84667390
11 110% 4585892 1.7657 00525375444 00522609987 0.00274566 0.00276019 0.00273121 99.474 9895.00161681 0.180 0.036
12 110% 4598685 1.7657 0.0525375444 0.0524067882 000275332 0.00276019 000274647 99.751 995028565821
13 120% 4982797 1.9258 0.0573012420 0.0567841430 000325380 000328343 000322444 99.098 9820.33000232
14 120% 4978389 1.9258 0.0573012420 0.0567339093 0.00325092 0.00328343 0.00321874 99.010 9802.96270142 0.053 0.003
15 120% 4977923 1.9258 0.0573012420 0.0567285988 000325062 000328343 000321813 99.001 980112758294
b3 0.7167594493 0.7115227094 0.03492607 0.03442826 147758. Jf
Promedio 0.0477839633 0.0474348473 99.249
Namero de datos 15|
Coeficiente de on (R?) 0.99914464,
Coeficiente de correlacion (r) 0.99957223)
Pendiente (b1)
Ordenada al origen (bo) -0.00035761
Syix 0.00021110
Desviacion estandar (s) %recobro
Coeficiente de variacion (CV) % recobro 0.45543324
Coeficiente de variacion (CVy/x) 0.44178077
TEST DE LINEALIDAD PARA LA PENDIENTE TEST DE LINEALIDAD PARA LA ORDENADA AL ORIGEN
Sb1 0.00811646| [SbO 0.00039165
ttab (0.05,n-2) 2.160| [ttab (0.05,n-2) 2.160
texp 123.228| |texp 0.913
IC(B1) Limite superior 1.01771238 IC(B0) Limite superior
Limite inferior 0.98264330 Limite inferior -0.00120372
PRUEBA DE HOMOGENEIDAD DE VARIANZAS DE COCHRAM
Gtab (0.05,n=3, k=5) 0.683
Gexp 0.365

4. Realizar el analisis de regresion lineal. Calcular:
5. La ecuacion lineal
Formula: Ecuacion lineal



Y =mx+-b

6. El coeficiente de correlacion
Formula; Coeficiente de correlacion

o ()= (X))
10 - Iy )- ()

_\/ (15(0.03467596)—(0.7167594493)(0.7115227094))?

(15(0.03492607)—(0.7167594493)2)(15(0.03442826)—(0.7115227094)

7. El coeficiente de determinacion
Formula: Coeficiente de determinacion

R — -3 )
S THTSTS

(15(0.03467596) — (0.7167594493)(0.7115227094))2

r2

= (15(0.03492607) — (0.7167594493)2)(15(0.03442826) — (0.7115227094)

8. El intervalo de confianza para la pendiente IC (B1)
Férmula: Intervalo de confianza para la pendiente

Ic(ﬂl) = b1 * t0.975n—28b1

IC (Bl) = + (2.160)(0.00811646)

9. El intervalo de confianza para la ordenada al origen
|C(ﬂo) = bo it0.975,n725b0

IC(By) = —0.00035761 + (2.160)( )
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10. “t” de student experimental para la pendiente (31) y para la ordenada al origen ([30)

texp =b1
Sb1

¢ bo __ —0.00035761
eXp T g0 €XP T 0.00039165

t = —
exp 0.00811646

11. El coeficiente de variacion de regresion



Srx
CM_T>§1—( CVy )y = 000021110 o 40
b %

0.0474348473

12. Calcular el porcentaje de recobro

Cantidad recuperada

x100
Cantidad adicionada mx 100%

Porcentaje de recobro =

Porcentaie de recobro = oo 03973458 1 006 = 98.783%
orcen a]e e recobro = 00383059606gx 0 = . 0

13. Calcular el promedio aritmético,
Formula: Promedio aritmético

_ le - Zsuma areas

== X1 = .
X n, "~ No. total de areas

14. La desviacion estandar
Férmula: Desviacion Estandar

s_ nQ y)-0Oly)
) n(n-1)

15. El coeficiente de variacion
Férmula: Coeficiente de variacion

s
CNE_>XA0 (v g
y 99.249

16. La prueba de homogeneidad de varianzas de Cochram.

2
_ Omayor
Gexp - 2
cypromedio

17. Elaborar la gréafica de residuos estudentizados.

Criterio de aceptacion:

El coeficiente de correlacion de la regresion lineal debe ser entre 0.98 y 1.00.

El coeficiente de determinacion debe ser mayor a 0.98.

El intervalo de confianza para la ordenada al origen debe incluir el cero.
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El intervalo de confianza para la pendiente debe incluir la unidad.

La t de student experimental debe ser mayor que la tabulada, para el andlisis de la
pendiente.

La t de student experimental debe ser menor que la tabulada, para el analisis de la
ordenada al origen.

La prueba de homogeneidad de Cochram experimental debe ser menor que la tabulada.
El grafico de residuos debe demostrar que ningun residuo es mayor que 3S.

El intervalo de confianza para la media del porcentaje de recobro debe incluir el 100%. O
bien que el promedio aritmético del porcentaje de recobro se incluya en el intervalo:

0 98 — 102%; si el método es cromatogréafico o volumétrico.

El coeficiente de variacion del porcentaje de recobro no debe ser mayor a:

2% si el método es cromatografico o volumétrico.

Limite de Deteccion y Limite de Cuantificacion: es calculado por medio del programa SCJ
estadistico.

4.3 Exactitud del método
Metodologia

1. Se puede llevar a cabo de dos maneras diferentes: con placebo o con muestra. En
ambos casos se preparan soluciones de placebo o muestras a tres niveles de
concentracion diferentes, el valor sugerido por la ICH son de 80, 100 y 120% de la
concentracion normal de trabajo del método y preparar muestras por triplicado y de
manera independiente. Evaluar las muestras por el método a validar. Actualmente se
trabaja a cinco niveles de concentracién para evaluar estadisticamente la regresion
lineal del método.

2. Para cada evaluacion graficar la respuesta de la medicion contra la concentracion del

analito.
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CALCULO DE EXACTITUD DEL METODO

Calcular:

X Y Y1
0 | oot | Arosmmstss || i | aoran | e | X x v e i
1 80% 3394704 1.2874 0.0383059606 0.0386861752 0.001482 0.001467 0.001497 100.993 10199.499778
2 80% 3390501 1.2874 0.0383059606 0.0386382776 0.001480 0.001467 0.001493 100.868 10174.259310
3 80% 3388577 1.2874 0.0383059606 0.0386163516 0.001479 0.001467 0.001491 100.810 10162.715458
4 90% 3781779 1.4466 0.0430428791 0.0430972965 0.001855 0.001853 0.001857 100.126 10025.301178
5 90% 3777963 1.4466 0.0430428791 0.0430538092 0.001853 0.001853 0.001854 100.025 10005.079347
6 90% 3784663 1.4466 0.0430428791 0.0431301627 0.001856 0.001853 0.001860 100.203 10040.597679
7 100% 4173368 1.6042 0.0477321904 0.0475598596 0.002270 0.002278 0.002262 99.639 9927.922941
8 100% 4180151 1.6042 0.0477321904 0.0476371589 0.002274 0.002278 0.002269 99.801 9960.220992
9 100% 4187538 1.6042 0.0477321904 0.0477213414 0.002278 0.002278 0.002277 99.977 9995.454726
10 110% 4587911 1.7657 0.0525375444 0.0522840073 0.002747 0.002760 0.002734 99.517 9903.716347
11 110% 4579196 1.7657 0.0525375444 0.0521846908 0.002742 0.002760 0.002723 99.328 9866.126729
12 110% 4580745 1.7657 0.0525375444 0.0522023432 0.002743 0.002760 0.002725 99.362 9872.802667
13 120% 4988973 1.9258 0.0573012420 0.0568545250 0.003258 0.003283 0.003232 99.220 9844.688990
14 120% 4995987 1.9258 0.0573012420 0.0569344568 0.003262 0.003283 0.003242 99.360 9872.389756
15 120% 4991180 1.9258 0.0573012420 0.0568796760 0.003259 0.003283 0.003235 99.264 9853.401017
z 0.7167594493 0.7154801317 0. 60719 0.0347517541 149704.1769158390
Promedio 0.0477839633 0.0476986754

Namero de datos 15

Coeficiente de determinacion (R?) 0.9999102796

Coeficiente de correlacion (r)

Pendiente (b1)

Ordenada al origen (bo) 0.0017961436

Syix 0.0000656403

Desviacion estandar (s) % recobro

Coeficiente de variacion (CV) %recobro 0.6054294006

Coeficiente de variacion (CVy/x) 0.1376144781

1. La ecuacion lineal resultante de la relacion entre las concentraciones estimadas y

las resultantes.

Formula:; Ecuacion lineal
Y =m>-b

2. El porcentaje de recuperacion de cada placebo enriquecido o muestra.
Cantidad recuperada
Cantidad adicionada mx 100%

Porcentaje de recobro = =x100

Porcentaie de recobro = 20008617528 ) 00— 98.783%
Orcena]e erecobro = 00383059606gX 0= . 0

3. Desviacion estandar

Foérmula: Desviacion Estandar

15(15-1)

S m s = 15(149704.1769158390)—( )?
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4. El coeficiente de variacion

Formula: Coeficiente de variacion

C\&>>10
y

5. Intervalo de confianza para la media poblacional del porcentaje de recobro

ST
=Sy T

6. Elaborar una gréafica que represente las cantidades recuperadas contra las cantidades

CV= ————x 100

)—(0.7167594493)(0.7154801317)
15(0.0349260719)—(0.7167594493)

adicionadas.

Criterio de aceptacion:
El intervalo de confianza para la media poblacional del porcentaje de recobro debe incluir

el 100% o bien que el promedio aritmético del porcentaje de recobro se incluya en el
intervalo:

98 — 102% 0 97 — 103% si el método es cromatogréfico.

El coeficiente de variacion del porcentaje de recobro no debe ser mayor a:

2% si el método es cromatograéfico.

La pendiente de la ecuacion lineal debe encontrarse en el intervalo de 0.9 a 1.1.

4.4 Precision del sistema

4.4.1 Repetibilidad del sistema:

PRECISION DEL SISTEMA

X Y
No. Peso(rr::)estra COIE;Egn/tnr]T_C)IOH Area 2 F(y/x) P2 (y/x)
1 0.446490000 4054160 16436213305600 9080068.983 8.24477E+13
2 0.446490000 4006959 16055720427681 8974353.289 8.0539E+13
3 0.446490000 4005655 16045271979025 8971432.731 8.04866E+13
4 0.446490000 4013683 16109651224489 8989412.977 8.08095E+13
5 45.0 0.446490000 4048365 16389259173225 9067089.968 8.22121E+13
6 0.446490000 4053105 16427660141025 9077706.108 8.24047E+13
7 0.446490000 4046808 16376654988864 9063602.768 8.21489E+13
8 0.446490000 4047454 16381883882116 9065049.609 8.21751E+13
9 0.446490000 4031419 16252339153561 9029136.151 8.15253E+13
10 0.446490000 4088565 16716363759225 9157125.580 8.38529E+13
z 90474978.163 818601957333596
Promedio 9047497.816
S 57532.574
%CV
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Preparar 10 muestras de estandar al 100% de la concentracion de la muestra.
Evaluar por el método analitico.
Calcular:

P w0 NP

El promedio aritmético, desviacion estandar y el coeficiente de variacion.

Formula: Promedio aritmético

- le . D suma areas

Xy = = ,
! n, ' No. total de areas

5. Desviacion estandar

Formula:; Desviacién Estandar

=SS

6. Coeficiente de variacion

Formula No.6 Coeficiente de Variacion 6 desviacion estandar relativa.

S
C\£&=x10 cv = 2723257% v 100
9047497816
Yy
Criterios de aceptacion:
El coeficiente de variacion debe ser menor o igual a:

2% para métodos cromatograficos.

4.5 Precision del método

4.5.1 Repetibilidad del método:
1. Preparar 10 muestras al 100% de la concentracion de la muestra.

2. Evaluar por el método analitico.
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CALCULOS DE PRECISION DEL METODO

X Y
PR | pcompattn | Ares s | ) | Adcinads | recuperasn | ¥ Fum F 0%

1 100% 4198596 1.6042 0.0477321904 0.0478473588 0.00228937 100.241 10048.314270
2 100% 4152523 1.6042 0.0477321904 0.0473223091 0.00223940 99.141 9828.995300
3 100% 4178304 1.6042 0.0477321904 0.0476161104 0.00226729 99.757 9951.421088
4 100% 4195836 1.6042 0.0477321904 0.0478159057 0.00228636 100.175 10035.107840
5 100% 4160686 1.6042 0.0477321904 0.0474153350 0.00224821 99.336 9867.676820
6 100% 4187272 1.6042 0.0477321904 0.0477183101 0.00227704 99.971 9994.184907
7 100% 4185024 1.6042 0.0477321904 0.0476926918 0.00227459 99.917 9983.456731
8 100% 4176206 1.6042 0.0477321904 0.0475922015 0.00226502 99.707 9941.430030
9 100% 4164119 1.6042 0.0477321904 0.0474544576 0.00225193 99.418 9883.967263
10 100% 4167234 1.6042 0.0477321904 0.0474899563 0.00225530 99.493 9898.760344

z 0.475964636235 | 0.022654508586 997.1564931515 99433.3145928740

Promedio 0.047596463623
S 0.00017483 0.366
%CV 0.367 0.367

1. Calcular el promedio aritmético, desviacion estandar y el coeficiente de variacion.

Férmula: Promedio aritmético

- E suma areas
1= S
No. total de areas

Férmula: Desviacion Estandar

nQ yH)-0O.y)?

S:

n(n-1)

Férmula No.6 Coeficiente de Variacion 6 desviacion estandar relativa.

c\£>xa0

Criterios de aceptacion:

b%

0.36

Cv =

6

99.716

X 100 = 0.367

El coeficiente de variacion debe ser menor o igual a:

2% para métodos cromatograficos 6 volumétricos
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4.5.2 Precision Intermedia del método:
Metodologia

Utilizar muestras de placebo enriquecido o de muestra, a 3 diferentes concentraciones

previamente definidas, con 2 analistas diferentes y dos dias diferentes.

PRECISION INTERMEDIA DEL METODO

X Y Y1
Fila No. Porcer\taje ACRTSES Peso tgorico de [(9) Ace@rfinofén real | (g) Acetaminofén XY X2 vz % Recupgracién ve
Acetaminofén Acetaminofén (g) Adicionado recuperado Acetaminofén
1 80% 3367036 1.2874 0.0383059606 0.0383708696 0.001470 0.001467 0.001472 100.169 10033.918480
2 80% 3365736 1.2874 0.0383059606 0.0383560547 0.001469 0.001467 0.001471 100.131 10026.171859
3 80% 3372275 1.2874 0.0383059606 0.0384305734 0.001472 0.001467 0.001477 100.325 10065.167683
4 80% 3368504 1.2874 0.0383059606 0.0383875990 0.001470 0.001467 0.001474 100.213 10042.669799
5 80% 3393586 1.2874 0.0383059606 0.0386734344 0.001481 0.001467 0.001496 100.959 10192.782749
6 80% 3366783 1.2874 0.0383059606 0.0383679864 0.001470 0.001467 0.001472 100.162 10032.410634
7 100% 4197437 1.6042 0.0477321904 0.0478341508 0.002283 0.002278 0.002288 100.214 10042.767469
8 100% 4151594 1.6042 0.0477321904 0.0473117222 0.002258 0.002278 0.002238 99.119 9824.597918
9 100% 4147601 1.6042 0.0477321904 0.0472662178 0.002256 0.002278 0.002234 99.024 9805.708424
10 100% 4143262 1.6042 0.0477321904 0.0472167704 0.002254 0.002278 0.002229 98.920 9785.202733
11 100% 4172476 1.6042 0.0477321904 0.0475496943 0.002270 0.002278 0.002261 99.618 9923.679481
12 100% 4183075 1.6042 0.0477321904 0.0476704809 0.002275 0.002278 0.002272 99.871 9974.160140
13 120% 4967406 1.9258 0.0573012420 0.0566087466 0.003244 0.003283 0.003205 98.791 9759.757087
14 120% 4930872 1.9258 0.0573012420 0.0561924038 0.003220 0.003283 0.003158 98.065 9616.723983
15 120% 4948433 1.9258 0.0573012420 0.0563925296 0.003231 0.003283 0.003180 98.414 9685.344712
16 120% 4964104 1.9258 0.0573012420 0.0565711169 0.003242 0.003283 0.003200 98.726 9746.786130
17 120% 4965720 1.9258 0.0573012420 0.0565895329 0.003243 0.003283 0.003202 98.758 9753.133044
18 120% 4987942 1.9258 0.0573012420 0.0568427757 0.003257 0.003283 0.003231 99.200 9840.620487
z 0.8600363578 0.8546326594 0.0421748457 0.0415612577 178151.6028117670
Promedio 0.0477797977 0.04 22 o

Namero de datos 18

Coeficiente de determinacion (R?) 0.9993488464

Coeficiente de correlacién (r)

Pendiente (b1)

Ordenada al origen (bo) 0.0019480707

Syix C

Desviacion esténdar (s) % recobro

Coeficiente de variacion (CV) % recobro 0.8066344867

Coeficiente de variacién (CVy/x) 0.4213999618

1. Calcular el promedio aritmético.

Férmula: Promedio aritmético

- le o D suma areas

X1 = = ,
! n, ' No. total de areas

2. Desviacion estandar

Férmula: Desviacion Estandar

S - n(z yz) - (Z Y)Z G- [15(1781516028117670)~( )2
- \ n(n—1) - 15(15-1)



3. Coeficiente de variacion

Férmula: Coeficiente de Variacion 6 desviacion estandar relativa.

s
C\&=_>10 cv= 0 100
y 99,482

Criterios de aceptacion:
El coeficiente de variacion debe ser menor o igual a:

2% para meétodos cromatograficos.
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5. Elaboracién del Informe Final de Validacion

Este procedimiento inicia cuando el Analista de validaciones ha finalizado el analisis del
método validado y entrega los resultados:

Documentacion entregada al Ministerio de salud

1. Encabezado del informe final:
a. TITULO: Deberd de referirse al principio activo (s), método, producto y
presentacion o forma farmacéutica validado.
b. DEPARTAMENTO: Identifica el departamento al cual aplica dicho informe final.
c. No. DE INFORME FINAL: Es el numero correlativo del informe final por
departamento y area.
Ejemplo: GC-600-XXX-EdX

A
1. Departamento: Alfabético T T A
2. Area: Numérico
3. Divisién: Numeérico
4. Si existiera subdivision: Numérico
Correlativo: Numérico
6. No. de Edicion:

En el caso de que no exista division y subdivision, debera de llenarse con 0 en cada uno
de estos campos.
d. PROTOCOLO: Refiere el protocolo de validaciéon utilizado como referencia para el
andlisis de la validacion respectiva.
e. ESCRITO POR: Corresponde el nombre, firma y puesto dentro de la organizacién
de la persona que realiz6 la escritura del documento.
f. REVISADO POR: Indica el nombre, firma y puesto dentro de la organizacion de la
persona que revisa el Informe final.
g. AUTORIZADO POR: Indica el nombre, firma y puesto dentro de la organizacion de

la persona que autoriza el Informe final.

Las personas que escriben, documentan, revisan y autorizan no pueden ser la misma
persona. La Unica persona que esta autorizada para firmar en la casilla de autorizado es

el Gerente de Garantia de Calidad.
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2. CUERPO DEL INFORME FINAL:

METODO: Refiere la técnica de andlisis validada en dicho informe.

DESCRIPCION DETALLADA DEL PROCEDIMIENTO ANALITICO: En esta

seccion se detalla el procedimiento analitico tal como lo especifica la técnica de

analisis validada.

CLASIFICACION DEL METODO: Indicar en la casilla correspondiente si se trata

de un método oficial o no oficial.

TIPO DE ENSAYO FISICOQUIMICO: Indicar en la casilla correspondiente el tipo

de ensayo fisicoquimico.

DESCRIPCION DE LOS PARAMETROS DE DESEMPENO EVALUADOS: En

esta seccion se detalla:

e Se enumeran los parametros de desempefio evaluados segun la técnica de
andlisis validada.

e Se detalla el procedimiento que describe el método analitico respecto a la
preparacion de la muestra especificando la forma de adicién y cantidad de
placebo y activo adicionado.

e Se especifica la cantidad y las concentraciones de trabajo de las muestras
preparadas para cada uno de los parametros de desempefio antes

mencionados.

3. EVALUACION Y CALCULOS ESTADISTICOS PARA LA VERIFICACION DE LOS
PARAMETROS DE DESEMPENO: Esta seccion se divide en:

a.

Parametro de desempefio: En esta seccion se especifica el nUmero de muestras
y las concentraciones evaluadas a partir de la metodologia analitica.
Simultaneamente se especifica los calculos estadisticos utilizados para verificar
que el método analitico cumple con el parametro desempefo evaluado.

Criterio de aceptacion: En este se detalla el limite en el cual el parametro

evaluado cumple, en cada uno se especifica la referencia bibliografica del mismo.

4. RESUMEN DE LOS RESULTADOS INSTRUMENTALES: En esta seccion, se

presentan en tablas los resultados instrumentales obtenidos en cada parametro

(areas), asi como las graficas correspondientes a dichos resultados.

5. RESUMEN DE LOS RESULTADOS DE LA VALIDACION: Esta seccién se divide en:
TABLA DE RESULTADOS: Los resultados son reportados en una tabla en la cual se

describe lo siguiente:
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PARAMETRO EVALUADO: Se refiere al parametro estadistico evaluado en la validacion
del método analitico.

CRITERIO DE ACEPTACION: Detalla el limite en el cual el parametro evaluado cumple.
RESULTADOS OBTENIDOS: Es el resumen de los resultados obtenidos a partir de los
calculos estadisticos realizados en base a los datos iniciales resultado de la evaluacion de
la metodologia analitica.

REFERENCIA: Es la referencia bibliografica de donde se tomaron los criterios de

aceptacion evaluados para cada parametro de desempefio.

CONCLUSIONES: En esta seccion se especifica si el método analitico valorado cumple
con cada uno de los pardmetros de desempefio evaluados. Este aspecto es requisito para
entregar dentro de la documentacién y no puede ser obviado.

ANEXOS: En esta seccion se colocan:

e Calculos para la evaluacién de la metodologia analitica validada.

e Formulario, en el se incluyen los parametros estadisticos utilizados para evaluar
los célculos resultantes de la evaluacion de la metodologia analitica.

e Constancia de los datos encontrados a partir de la evaluacion de la metodologia
analitica descrita en el protocolo de validacion y a la vez los céalculos estadisticos
realizados para el andlisis de los parametros de desempefio. Simultaneamente se
tabulan los resultados estadisticos finales para cada parametro de desempefio.

e Tabla de resultados.

¢ Evidencia de los resultados instrumentales en el caso que aplique, en este caso es

necesario incluir resultados de placebo, muestra, estandar, fase maévil, diluyente.

DOCUMENTACION UTILIZADA PARA USO INTERNO

ESPECIFICACIONES DE ANALISIS DE PRODUCTO: En esta seccion se especifica la
composicion del producto validado.
ESTANDAR UTILIZADO: En esta seccién se deben detallar los siguientes aspectos:

e Nombre del estandar utilizado.

e Pureza

e Lote

e Fecha de vencimiento
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e Numero de certificado de validacion (en el caso se haya utilizado un estandar de
Referencia interna)
ESPECIFICACIONES EQUIPO UTILIZADO: En esta seccion se especifica lo siguiente:
e Equipo
e Cddigo interno
¢ Fecha préximo mantenimiento
e Cddigo de columna, tipo de columna, flujo, volumen de inyeccién, fase movil,
diluyente y tiempo de retencién.
GLOSARIO: En esta seccion se enlistan las definiciones de las palabras técnicas
utilizadas en el informe final de validacion.
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS: En esta seccion se indican la bibliografia referida en

el informe final de validacion.

RESUMEN INFORME FINAL: En esta se incluye:

TITULO: Debera de referirse al principio activo (s), método, producto y presentacién o
forma farmacéutica validado.

PRODUCTO: En esta seccién se especifica el nombre del producto validado.

METODO: En esta seccion se especifica el principio activo (s), método analitico, producto
y presentacion o forma farmacéutica validada incluyendo el cédigo de técnica validado.
ESPECIFICACIONES DE ANALISIS DE PRODUCTO: En esta seccion se especifica la
composicion del producto validado, nimero de lote, fecha de vencimiento y si es con
placebo adicionado se especifica el nUmero de lote de la materia prima utilizada, fecha de
vencimiento y pureza de la materia prima.

ESTANDAR UTILIZADO: En esta seccion se especifica: Nombre, tipo, pureza, lote, fecha
de vencimiento y certificado del estandar utilizado en la validacion.

EQUIPO UTILIZADO: En esta seccién se especifica: el equipo, cddigo, fecha de ultimo
mantenimiento, fecha del préximo mantenimiento, (detector, codigo de columna, tipo de
columna, flujo, volumen de inyeccion, fase mévil, diluyente y tiempo de retencion)
ANALISIS DEL PRODUCTO: En esta seccion se especifican los datos referentes a la
preparacion y evaluacion del método analitico validado, tales como: nombre de quien
analizo, fecha de validacion, temperatura, humedad relativa, cuaderno/tomo, péagina del
cuaderno y firma del analista.

PREPARACION DEL PLACEBO: En esta seccidn se especifican los datos referentes a la

preparacion del placebo tales como: nombre de quien preparé el placebo, fecha de
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preparacion, temperatura, humedad relativa, cuaderno/tomo, pagina del cuaderno y firma
del analista.

INFORMACION DE COMPONENTES DEL PLACEBO: En esta seccion se adjuntan
tablas en donde se especifica el cédigo de la materia prima, lote, nombre de la materia
prima, peso tedrico y peso real para la preparacion de la matriz del producto validado,
definido en el protocolo respectivo.

6. Elaboracion de protocolos para validaciéon de métodos analiticos
fisicoquimicos

PROCEDIMIENTO:
Una vez el método analitico a validar ha sido revisado y autorizado, el Jefe de
Aseguramiento de Calidad o el Asistente de Validaciones es el encargado de realizar el

protocolo tal y como se define a continuacion.

PARTES DE UN PROTOCOLO:
1. ENCABEZADO DEL PROTOCOLO:

a. TITULO: Refiere el método y el producto al cual pertenece el protocolo.

b. DEPARTAMENTO: Identifica el departamento que genera el protocolo segin la
codificacion indicada en el manual de operaciones Elaboracion, Codificacion y
Distribucion de manuales de operacion.

c. CODIGO DE PROTOCOLO: Incluye el nimero correlativo del protocolo por
departamento y &rea, dicho numero deberd ser asignado por el Jefe de

Aseguramiento de Calidad y/o Asistente de Validaciones.

Esta dado de la siguiente manera: GC-600-XXX-P-
A A A
. Departamento: Alfabético T
. Area: Numérico

. Division: Numérico
. Si existiera subdivision: Numeérico
. Correlativo: Numeérico
. Protocolo

NOUAWNER
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En el caso que no exista division y subdivision, deberd de llenarse con 0 en cada uno de

estos campos.

Cada vez que se genere una modificacion al protocolo se asignara una nueva edicion.

El cédigo del protocolo se colocara en el margen inferior, en posicion cercana al numero

de hojas.

d.

FECHA DE EMISION: Corresponde a la fecha en la cual el protocolo se elabora e
inicia su proceso de revision.

FECHA DE REVISION: Indica la fecha en la cual el protocolo debera de ser
revisado para su re-validacion, la cual deber& ser cada 5 afios a partir de la fecha
de emisién. En el caso que se realice algun cambio significativo en el método de
analisis la fecha de revisién dejara de ser efectiva y se realizara la re-validacion de
manera anticipada.

REEMPLAZA PROTOCOLO No.: Indica el codigo de protocolo y la edicion que
esta sustituyendo. Ejemplo: (GC-600-000-P-Ed1)

VIGENTE DESDE: Indica la fecha en la cual el informe de validacion cumple y lo
autoriza la Gerencia; por lo que el Asistente de Validaciones es el encargado de
colocar la fecha en esta casilla, utilizando un fechador manual con tinta color azul.
AREAS DE APLICACION: Indican las areas a las cuales el protocolo sera
aplicado.

ESCRITO POR: Indica el nombre, firma y puesto dentro de la organizacion de la
persona que realizo la escritura del documento, escribiendo, en la esquina superior
derecha del espacio designado, la fecha en que se firmé el documento.
REVISADO POR: Indica el nombre, firma y puesto dentro de la organizacion de la
persona que revisa el Protocolo, escribiendo, en la esquina superior derecha del
espacio designado, la fecha en que se firm6 el documento.

AUTORIZADO POR: Indica el nombre, firma y puesto dentro de la organizacion de
la persona que autoriza el protocolo, escribiendo, en la esquina superior derecha
del espacio asignado, la fecha en que se firmé el documento.

Las personas que escriben, revisan y autorizan no pueden ser la misma persona.
La Unica persona que esta autorizada para firmar en la casilla de autorizado es el

Gerente de Garantia de Calidad.
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2. CUERPO DEL PROTOCOLO:

a. OBJETIVO: Enfoca el alcance que se tendra con el protocolo.
RESPONSABILIDAD: Nombra a las personas que seran responsables de velar
por el cumplimiento de dicho protocolo.

c. RECURSOS A UTILIZAR: Detalla los equipos, estandares de referencia y
muestras si aplica.

d. DOCUMENTOS DE REFERENCIA: Detalla las técnicas analiticas y manuales de
operaciéon que apliquen al protocolo.

e. DESCRIPCION DEL METODO: Refiere el método de andlisis que se validara
mediante dicho protocolo.

f. DIAGRAMA DE FLUJO: Diagrama de la secuencia de los pasos a seguir para el
desarrollo del protocolo.

g. PARAMETROS A EVALUAR: Indica los parametros de desempefio analitico que
se evaluaran.

h. PROCEDIMIENTO Y CRITERIOS DE ACEPTACION:

— Observaciones: En esta seccibn se hace mencién de las precauciones u
observaciones que deben tenerse, durante el procedimiento de validacion.

— Preparacién del placebo: En esta seccién se describe de forma detallada el
procedimiento a seguir para la preparacion del placebo.

— Preparacién del placebo adicionado (si aplica): En esta seccion se describe
el procedimiento de preparacion del placebo con la adicién del analito de
interés a las diferentes concentraciones de trabajo.

— Preparacion de la solucion madre (si aplica): En esta seccion se describe el
procedimiento de preparacién de una soluciébn que contiene el analito de
interés, de tal modo que las muestras analiticas preparadas a partir de la
adicion de diferentes volimenes de ésta, obtengan como resultado, los
porcentajes de concentracion requerida para su validacion.

— Preparacion de la muestra analitica: En esta seccion se especifica la
preparacion de la muestra, considerando el procedimiento indicado en el
método analitico.

— Preparacion del estandar (si aplica): En esta seccion se especifica la
preparacion del estandar, considerando el procedimiento indicado en el

método analitico.
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— Determinacion de los parametros de desempefio analitico: En esta seccidn
se especifican las caracteristicas de desempefio analitico que se evaluaran en

el protocolo y sus respectivos criterios de aceptacion.

PROGRAMACION: En esta seccion se hara referencia del orden cronoldgico de
las actividades, especificando el tiempo estimado para la realizacion de la
programacion.

CONTROL DE CAMBIOS: Proceder segun se indica en el manual de operaciones
Control de cambios.

NO CONFORMIDADES: Proceder segun se indica en el manual de no
conformidades.

MANTENIMIENTO DEL ESTADO VALIDADO: En esta seccion se hara referencia
de la frecuencia de re-validacién y de las acciones a seguir para mantener como
validado el método en evaluacion.

. GLOSARIO: En esta seccién se enlistan las definiciones de las palabras técnicas
utilizadas en el protocolo de validacion.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS: En esta seccion se indican la bibliografia
referida en el protocolo de validacion.

ANEXOS: En esta seccién se colocan tablas, planos, fotografias, diagramas, etc.,

gue son referidos en el protocolo de validacion.
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Esquema de procedimiento de validacion de un método analitico de

jarabes:

Walidacion de
estandar

Elaboracion de
placebo del producto

Con placebo
adicionado

v

Revision o
elaboracian de
método a validar

v

Preparacion de
documentacion
(método y protocolo)

v

Instrucciones y
entrega de insumos a
analistas

Elaboracion de datos
y calculos
estadisticos

v

Elaboracion de
informe de validacion

Autorizacién de

informe de validacién y
entrega a laboratorio,

El estandar a
utilizar debe
eslar vigenle

Con producto
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VIl. DISCUSION DE RESULTADOS

El concepto de validacion es la confirmacion a través de la recopilacion y analisis de
evidencia objetiva que se cumplen los requisitos particulares para el uso especifico
propuesto. La validacion de un procedimiento analitico permite establecer por medio de
estudios y andlisis de laboratorio una base de datos que demuestran que un método
analitico tiene y cumple con las caracteristicas de desempefio que son adecuadas para
cumplir con los requerimientos y especificaciones de las aplicaciones analiticas
ensayadas, asi mismo, implica la demostracién de la determinacién de fuentes de error
sistemético y variabilidad al azar de un procedimiento, no solo en el aspecto de
calibracién sino en el andlisis de muestras reales (Farmacopea de los Estados Unidos de
Ameérica USP 40 NF 35, 2017).

La estandarizacion de un método analitico se completa con la validacion del mismo. Al
validar se demuestra experimental y formalmente que el proceso de medicién quimica o
una parte del proceso funciona como se espera y se mantiene a lo largo del tiempo. Con
la validacion se recopila evidencia documentada, la cual provee un alto grado de
aseguramiento de que un determinado método producird consistentemente datos que

cumplirdn sus especificaciones y atributos de calidad predeterminados.

Los resultados del presente trabajo se obtuvieron luego de realizar un diagnéstico de
revision de documentos dentro de la empresa, en el cual se constaté que era necesario
realizar una guia para orientar al personal colaborador en la evaluacién de las
caracteristicas y parametros a considerar durante la validacién de los procedimientos

analiticos, aplicados a jarabes por cromatografia liquida de alta resolucion.

Se elabor6 una guia para la validacion de métodos analiticos de jarabes por
cromatografia liquida de alta resolucion la cual esta constituida por una portada, indice,
introduccion, alcance, definiciones y en el desarrollo consta de una seccion introductoria a

las generalidades de validaciones analiticas.

La segunda seccion esta conformada por los parametros de validacion, la cual presenta
los datos estadisticos obtenidos de un analisis de rutina aplicado dentro del laboratorio,
para realizar el andlisis estadistico respectivo de los datos, con ello se pretende explicar el
calculo de los datos estadisticos necesarios para dar soporte a los resultados obtenidos

de los ensayos de laboratorio, para ello se utilizaron fichas de férmulas estadisticas las
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cuales se obtuvieron de manuales y guias elaboradas en consenso por organismos

internacionales.

En la tercera seccion se detallan los procedimientos para la elaboracion del protocolo de
validacion, el cual es fundamental para realizar el procedimiento de validacion analitica,
porque junto con el método de validacion, son las partes fundamentales, ya que indican
los pasos que los analistas deben seguir para realizar la validacion del método. En el
protocolo se definen las pruebas o pardmetros de validacion necesarios y el disefio

experimental a desarrollar segun los requerimientos del método.

Asi mismo, se encuentra la parte de elaboraciéon del informe final de la validacion, el cual
indica las partes que conforman el informe de validacion luego de obtenidos los resultados
del analisis, en él se detalla el método utilizado, los pardmetros evaluados, los resultados
y las conclusiones.

El fin de la guia es su implementacién dentro del laboratorio farmacéutico y que sea un
documento de la empresa que sirva para orientar al personal en la validacién de métodos

de jarabes por cromatografia liquida de alta resolucion.
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VIIl.  CONCLUSIONES

Se elabor6 una guia para la validacion de métodos analiticos de jarabes por

cromatografia liquida de alta resolucion en un laboratorio farmacéutico.

Se describid en la guia el proceso de validacion de métodos analiticos y los

aspectos estadisticos requeridos por normativa RTCA 11.03.39:06.

Se ejemplificé en la guia un proceso de validacion de un método analitico de
jarabes para orientar al personal colaborador sobre los aspectos requeridos para

validar.

Se esquematizé el procedimiento para la validacibn de métodos analiticos de
jarabes en un laboratorio farmacéutico con el objetivo de facilitar la compresion

del proceso.



61

IX. RECOMENDACIONES

Implementar el uso de la guia de validacion dentro del personal colaborador, asi
como una capacitacion para dar a conocer la informacion que se incluye en la

guia.

Elaborar una guia de validacion que incluya otras formas farmacéuticas

elaboradas dentro del laboratorio farmacéutico.

Elaborar una guia para el desarrollo de métodos analiticos para productos nuevos.
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XI.  ANEXOS

1. Fichas de formulas estadisticas:

Férmuta No. 1 Ecuacion lineat

Y=mx+b
Formula No.2 Intervalo de confianza para la pendiente
IC(B)=5h+4 t0.975,n—-ZSbl

Wt 2EY
an —(Zx)

g Z y- ble

y = Tt

n

|
1

S, =S

y/xq‘lz"'*z' (Zx)

o Zy -byw-by

B n-2
Formula No.3 Porcentaje de recuperacion

d
Porcentaje de recobro = Cantidad recuperada <100

Cantidad adicionada

Férmula No. 4 Promedio aritmético
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Férmula No.5 Desviacion Estandar
B, ;‘f"(z )=y
| n(n—1)

Formuia No.6 Coeficiente de Variacion 6 desviacion estandar relativa.

CV =2 x100
y

Férmula No.7 intervalo de confianza para ia media pobiacional (Intervalo de confianza para ia
media poblacional del porcentaje de recobro)

- S
IC(p)=y=* T9.975,n-1 T
R

Formula No.8 Desviacion estandar de la ordenada al origen

Formula No.9 Coeficiente de determinacion

4 ) -
(X x-Sy ) -3 »H)




Férmula No.10 intervalo de confianza para la ordenada al origen

Ic (.180) = bo * tO.QTS,n—ZSbo

Formula No. 11 Coeficiente de variacion de regresion

S
CV.,. =-2"2%100

ylx s

¥

Formula No. 12 Coeficiente de correlacion

[ e A
) E o ) Y)

Férmula No. 13 “t” student experimental para la pendiente (B1) y para la ordenada al origen

(BO)
S
Sy S

Férmula No. 15 Prueba de homogeneidad de Cochram

2
G = Tmaor
exp 2
o promedio
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