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INTRODUCCION

Hoy en dia las empresas farmacéuticas atraviesan una etapa de competitividad entre
ellas, en donde la calidad y los costos juegan un papel preponderante y la validacion
se ha convertido en un soporte muy importante. (27,37)

Para certificar que el producto cumple con las caracteristicas disefiadas es necesario
validar el proceso de fabricacion, los anilisis de materias primas, producto
terminado etc.

El presente trabajo tiene como finalidad desarrollar y validar los métodos
analiticos para cuantificar el contenido de los principios activos de una mezcla de
polvos para preparar soluciones orales (electrolitos) y contribuir al aseguramiento
de la calidad del producto, ya que no se contaban con los métodos analiticos ni con
el equipo adecuado que propone la farmacopea nacional. (13,14)

En el primer capitulo (Generalidades), hablaremos de las propiedades
biologicas y fisicoquimicas de los componentes de la mezcla de polvos y los
lineamientos que se emplearan para el desarrollo de los métodos analiticos.

En el segundo capitulo (Planteamiento del problema) se proponen las alternativas
de los métodos analiticos en base a sus propiedades quimicas que se tomaron en
cuenta.

En el tercer capitulo (validacién) hablaremos de los lineamientos para llevar a
cabo una validacidn,

En el cuarto capitulo corresponde a toda la parte experimental y el analisis de los

resultados de cada uno de los métodos y finalmente En el capitulo cinco las
conclusiones finales del trabajo.
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CAPITULO 1 GENERALIDADES

1.1 ELECTROLITOS

En los paises en vias de desarrollo y principalmente aquellos de clima célido, afio con
afio millones de nifios pierden la vida a causa de la deshidratacion siendo esta la
mayoria de las veces consecuencia directa de las enfermedades diarreicas.

En los ultimos afhos se ha llegado a demostrar que las enfermedades diarreicas
pueden ser combatidas, debido a que en primer término se conoce la causa de la
mayoria de estas y ademds se dispone de una terapia simple, el tratamiento de
rehidratacidn oral (electrolitos) basado en principios descubiertos relativos a la
fisiologia humana, eficaz y poco costosa contra dichas enfermedades.

Desde 1971 la OMS (Organizacién Mundial de {a salud) y la UNICEF recomendaron la
terapia de rehidratacion oral, compuesta por glucosa, cloruro de potasio, cloruro
de sodio y citrato de sodio. (12 )

Los electrdlitos es una solucién rehidratante para administracién oral para la
prevencion y correccion de la deshidratacion, son iones que existen en los liquidos
corporales, Los principales cationes en el liquido extracelular son Na*, K*, mientras
que los aniones principales son: CI'y HCO'3

El metabolismo resulta afectado en cierto grado por las concentraciones relativas y
absolutas de estos electrolitos, que constituyen importantes factores determinantes
de la osmolaridad, del estado de hidratacion y del pH del liquido tanto intracelular
cormo extracelular en el organismo.

Ademas las diferencias de concentracion existentes entre los electrélitos del
liquido intracelular y los del liquido extracelular regulan los potenciales de la
membrana y el funcionamiento normal del tejido nervioso y muscular. (3,4. 40)

Al mantener una osmolaridad semejante a la del plasma es esencial para favorecer la
absorcién intestinal de agua y sotutos (nutrientes).

Esta solucién debe de conservar la concentracién adecuada para lograr el efecto
fisioldgico adecuado, por eso es necesario que los métodos analiticos sean capaces
de cuantificar cada uno de ellos

TARAGOIA 27, oo . wrid e
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1.2 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LOS ELECTROLITOS

1.2.1 CITRATO DE SQDIO

Nombre: (Trisodium citrato, Citrosodine, Urisal ).

Nombre quimico: Citrato de sodio anhidro, Citrato de sodio dihidratado
Peso molecular: como citrato de sodio dihidratado  294.10

Formula molecular:

?

O C -ONa
|1 |
NaQ-C-CH,-C-CH,- C-ONa *2H;0 CgHg07Naz* 2H,0
| il
OH 0

El citrato de sodio dihidratado , son cristales blancos, inodoros o polvo granular, es
estable en el aire,

Es soluble en 1.3 partes de agua, 0.6 partes agua caliente y es insoluble en alcohol.
Principales usos: en fotografia, agente secuestrante para remover trazas de metales,
usado in vitro como anticoagulante, emulsificante, acidulante y también es usado
en la industria alimentaria.

En terapéutica: es usado como alcalinizante sistémico; diurético, expectorante y
sudorifico. {(11,20).

v
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1.2,2 PROPIEDADES QUIMICAS (TITULACIONES ACIDO-BASE)

El grupo carboxilo puede encontrarse unido a un 4tomo de carbono saturado
{ alifitico o cicloalifitico), a un dtomo de carbono ne saturado a un anillo
aromdticoy  en una molécula puede haber mas de un grupo carboxilo.
El grupo carboxilo es dcido, es decir capaz de donar un protén a una base, los dcidos
carboxilicos son generalmente, menos dcidos que los dcidos inorganicos fuertes,
pero son mas acidos que el agua.
Los acidos minerales fuertes pueden descomponer las sales de los acidos carboxilicos
mds débiles (figural) (11,18,39,)

figura 1 reaccidn de un écido carboxilico con un édcido mineral fuerte
RCOONa* + HCI-—-—- RCOOH + Cl+ Na'

La reaccion entre un acido y una base se puede emplear para determinar el peso
equivalente del acido. El peso equivalente o peso equivalente de neutralizacion de
un dcido es el nimero de gramos de éste, que se requieren para neutralizar un
equivalente gramo de 1a base, ( figura 2)

figura 2 equivalentes de neutralizacion de un acido

peso molecular de = equivalente de X Nimero de grupos
un dcido carbouxilico neutralizacién carboxilo
IRRAGOIA ~T TS T T LE dheabad - 4
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LORURQ DE POT

Clasificacién: Solucién electrolitica, antiarritmico
Nombre Quimico: Cloruro de potasio K-Cl P.M. 74.45

PROPIEDADES FARMACOLOGIC

El potasio es el cation predominante en el liquido intracelular y es esencial para
mantener la isotonicidad y las caracteristicas electrodinamicas de la célula. Es
también esencial para un buen mimero de procesos fisiologicos: transmision del
impulso nervioso, contraccién de los miisculos cardiaco, esquelético, liso, secrecion
gistrica y para la funcién renal normal. El potasio juega también un papel
importante en la génesis y en la correccion del equilibrio acido-base. Tanto el
cloruro como el potasio son constituyentes normales de los liquidos orgénicos y
mientras que el cloruro predomina en el liquido extracelular ( 103 mEq/ L vs 4
mEq/L ), el potasio lo hace en el intracelular ( 5 mEq/L vs 145 mEq/L ), estando en
intercambio constante entre ellos y ambos participan en la determinacion y
mantenimiento del equilibrio hidroelectrolitico. La administracién conjunta de
potasio o cloruro se justifica porque casi siempre la pérdida de potasio se acompana
en un déficit de cloruro, con la consecuente aparicién de alcalosis. Por otro lado,
cabe hacer notar que el potasio y los digitalicos muestran afinidad competitiva por
la ATP-asa-Na*, K* cardiaca y que las acciones de estos se acentuan por la
hipokalemia.  El cdoruro de potasio se absorbe ripidamente del tracto
gastrointestinal, los iones distribuyen uniformemente por todo el organismo y se
eliminan por la orina, las heces fecales y el sudor. (3,320

RRGQIAT . Tean T T EETL S drabods o T TR TS
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Clasificacién: Solucidn electrolitica, sal mineral PM. 58.45
Nombre quimico: Cloruro de sodic Na-Cl

Sal que en la naturaleza se encuentra en estado sélido (haiita, sal de roca, sal f6sil} y
en solucion ( agua de mar, ciertos manantiales), de donde se obtiene por
cristalizacion a partir de soluciones concentradas por evaporacién. Como tal, el
cloruro de sodio consiste en cristales hexahedricos incoloros o un polvo blanco y
cristalino. Un gramo se disuelve en 2.8 ml. de agua a 25 grados centigrados, en 2.6
ml. de agua caliente, en 10 ml. de glicerol; Sus soluciones son neutras.

En usos industriales se emplea en la preservacion de alimentos, su punto de fusién es
de 804 grados centigrados.

PROPIEDADES FARMACOLOGICAS;

La solucién isoténica es clara, incolora y con un ligero sabor salado y contiene 154
mEq de sodio y de clorof litro. Es la sal mds importante para el mantenimiento del
liquido extracelular y la restauracién de sus desequilibrios. Normalmente se ingieren
4-10g. cada dia de esta sal. Se absorbe facilmente del intestino. El sodio mediante un
proceso activo que arrastra al cloro por atraccién electroquimica y al agua por
atraccion osmética. El cloruro de sodio se absorbe lentamente de los depésitos
subcutdneos cuando se administra en forma de soluciones isotdnicas. Los iones
sodio y cloro se distribuye especialmente en el

liquido extracelular; el hueso constituye el principal sitic de almacenamiento para el
sodio.

El idn sodio se excreta principalmente por el rindn ( 95% ), heces y sudor.( 3,4, 20 )
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.5 PROPIEDADE IMICAS (TITULACIONES AR METRL

En una reaccién de precipitacion, la especie titulada forma un compuesto poco

soluble con el titulante. Las titulaciones en las que participa el i6n plata, es decir,
las titulaciones argentométricas, sirven para la determinacion de ién cloruro, de
algunos otros iones que forman sales de plata poco solubles y de la propia plata.
Muchas sales de plata, incluyendo cloruro, son sensibles a la luz y se descomponen en
presencia de esta. Por consiguiente, en las titulaciones argentométricas se debe
evitar la exposicién directa a la luz, la luz diurna difusa o la iluminacién artificial son
satisfactorias.
Cuando a una solucién de una sal diluida que contenga ién cloruro se le afiade
nitrato de plata se forma un precipitado de cloruro de plata, las pequenas
‘particulas de cloruro de plata pueden adsorber iones cloruro sobre su superficie, con
lo cual adquieren una carga, las cargas del mismo signo se repelen entre si, las
particulas no se unen y permanecen suspendidas, impartiéndole a la mezcla una
apariencia lechosa, la cantidad de ion cloruro adsorbido depende en parte de su
concentracion en la solucién, también se pueden adsorber otros iones, incluyendo
algunos colorantes orgénicos fluorescentes en forma anidnica, aunque en menor
grado que el ion cloruro, por consiguiente, si esta presente una pequeria cantidad de
indicador organico, este solamente se adsorbe en la proximidades del punto de
equivalencia de la titilacién, esto es, cuando la concentracién de ion cloruro en la
solucién se ha vuelto muy baja (figura 3). (2,5,18)

figura 3 reaccién del cloro con el nitrato de plata

[ Nacl +  AgNO; -—indicador— - AgCl ; + NaNO;
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1.2.6 PROPIEDADES METALES ALCALINOS (SODIO Y PQTASIQ)

El principio que sirve de base a la fotometria de llama implica la excitacion de
los electrones de un dtomo por la energia térmica de una llama. Los electrones al
resultar inestables en este estado excitado ceden su energia en exceso al ambiente al
par del estado de mayor energia excitado al de menor energia. Si la energia se disipa
en forma de luz, esta puede constar de uno o mis niveles de energia y por tanto
poseen diferentes longitudes de onda o lineas del espectro, resultan individualmente
caracteristicas para cada elemento. (figura 4)

figura 4 la secuencia de eventos es la siguiente en la flamometria

muestra liquida = atomizacién para formar — evaporacién del disolvente

gotas de liquido y formacion de un residudg
U < -
descomposicién  del = excitacionde los = pérdida de la energia
residuo, ruptura de dtomos en estado de excitacién con emisién
enlaces y evaporacion gaseoso de luz

de los dtomos

La longitud de onda para la determinacion de un elemento (al igual que la
espectrofotometria), depende de la seleccion de una linea espectral de suficiente
intensidad que proporcione una adecuada sensibilidad. Asi mismo también depende
de [a inexistencia de otras lineas interferentes en la longitud de onda seleccionada o
cerca de elia.

bt 3
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Los metales alcalinos son comparativamente faciles de excitar en la llama de un
mechero ordinario de laboratorio. En una llama el sodio exhibe un color amarillo, el
potasio un color violeta. Estos colores son caracteristicos de los dtomos metilicos
presentes en la solucién en forma de cationes.

En condiciones constantes y controladas, la intensidad luminosa de la longitud de
onda tipicamente producida por cada uno de los dtomos resulta directamente
proporcional al nimero de dtomos que emiten energia lo cual es directamente
proporcional a la concentracién de la sustancia de interés en la muestra de esta
forma. La fotometria de llama resulta muy adecuada para la determinacién directa
de la concentracién de algunos metales. (5,9,10,21,43)

Una de las principales ventajas de la fotometria de llama es que se puede
operar un pequeno volumen de muestra, es por eso que la fotometria es muy usada
para determinar sodio y potasio ya que su sensibilidad para estos metales es muy
alta, por lo que usando otros métodos analiticos inadecuados resultan ser tediosos e
inaplicables a cantidades muy pequefias.

IARKGETA
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r CAPITULO 2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Al desarrollar un método analitico es necesario hacer predicciones de calidad y
fiabilidad etc., en estos casos realizamos una evaluacion mental al comparar el
método con otros ( desviacién del medio ) o concluir si es mejor { no muestra
diferencia significativa) y todo basindose en juicios o mediciones previas para cada
paso. ( 8,22,37 ).

Sin embargo los resultados obtenidos de esta manera no son algo cientfficos si no
empiricos y por lo tanto de poco confiar, por lo que existe la necesidad de tecnificar
el procedimiento, se realiza una evaluacion estadistica para el manejo y analisis de
los datos que nos permiten conducirnos con técnica y criterio al evaluar el analisis
de un medicamento.

El emplear métodos analiticos no confiables, puede llevar a liberar un medicamento
que no cumpla con las especificaciones que potencialmente va a ser dosificado. Si se
da lugar a una subdosificacion (potencia baja), no es posible alcanzar niveles
terapéuticos y por lo tanto se puede presentar una accién farmacolégica deficiente;
si por el contrario se sobredosifica (potencia elevada), se pueden presentar efectos
farmacolégicos no deseados (efectos colaterales, intoxicacion entre otras).

De ahi la importancia de establecer la confiabilidad de estos métodos ya que es un
elemento importante para construir la calidad del medicamento; por lo que la
VALIDACION es la actividad que nos permite cumplir con esta finalidad.(7, 27,42)

Estos tienen que cumplir las normas especificas de la Farmacopea Nacional de los
Estados Unidos Mexicanos, tales normas establecen las caracteristicas de calidad
como son: (identidad, pureza, concentracion, potencia e inocuidad etc.), asi como los
métodos de prueba y analisis que tienen que aplicar para determinar si el
medicamento cumple o no con los requisitos legales.(8,22,42)
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Unos de los problemas de las técnicas de la farmacopea nacional es que no siempre
se cuenta con el equipo, ni con la capacidad econémica para adquirirlos, por lo que
es necesario métodos analiticos opcionales, pero que aseguren asi mismo la calidad
del producto final con una validacion del método en cuestion.

2.1 OBJETIVOS

1. Desarrollar técnicas analiticas para cuantificar los electrdlitos (citratos, cloruros,
sodio y potasio) en una mezcla de polvos para preparar soluciones orales de
rehidratacién,

2. Proponer la optimizacién de los métodos desarrollados en anélisis-tiempo-costo.
3. Realizar la validacién de los métodos analiticos de cada uno de los electrélitos
Sodio: por flamometria

Potasio: por flamometria

Citratos; titulacién acido-base

Cloruros: titulacion argentométrica

4, Validar cada uno de los métodos analiticos desarrollados

2.2 HIPOTESIS

De acuerdo con las propiedades fisicoquimicas de los electrélitos (sodio, potasio,
cloruros y citratos) es posible desarrollar métodos analiticos, para cuantificar a cada
uno de ellos, asi como también validar cada método y contribuir a garantizar la
calidad del producto terminado.(fig 5y 6)
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FIGURA 5 METODOLOGIA GENERAL
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FIGURA 6 DESARROLLO EXPERIMENTAL DE LA VALIDACION
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2.3 DESARROLLO DE LAS TECNICAS

2.3.1 CITRATOS

Para llevar acabo el desarrollo de la técnica para cuantificar citratos se tomaron en
en cuenta los siguientes aspectos:

1. Para poder regenerar el acido carboxilico del citrato de sodio, era necesario
conocer una concentracién adecuada de acido fuerte capaz de lograr el efecto del
dezplazamiento y para conocer la cantidad de citratos en la muestra era necesario
que tuviera un exceso de dcido y este tendria que ser neutralizado con una base y
la diferencia de los volimenes determinan la concentracion de citratos en la
muestra

2. Se encontré que uno de los dcidos fuertes capaz de lograr et efecto en la reaccion
era el acido clorhidrico, posteriormente se probaron concentraciones de écido
clorhidrico de 0.1 N hasta 1 N, y se encontré que la mejor respuesta era lade 0.5 N,
3. Otro aspecto importante una vez seleccionado al 4cido clorhidrico era la cantidad
de muestra ya que los equivalentes mililitro eran de 49.015 mg, de citrato por
mililitro esto influia en la construccién de la curva de concentraciones ya que el
rango era muy pequefio'y los volimenes muy cercanos, por ello se tenia que
ampliar la cantidad del tamafio de muestra para llegar finalmente a 3.5 gramos y el
volumen de 4cido fue de 10 ml para posteriormente neutralizar el exceso con NaOH
y la diferencia de voliimenes corresponderia a los citratos. Por ultimo se evaliio la
especificidad con placebos del producto terminado y no se encontrd respuesta de
interferencia.
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YALORACION DE CITRATQS

METODQ EMPLEAD TILACION RESIDUAL ACIDO-BASE

Tabla I material empleado en la validacion de citratos

REACTIVOS ANALITICOS MATERIALES

CITRATO DE SODIO DIH J.T. BAKER SOPORTE UNIVERSAL

ACIDO CLORHIDRICO 0.5N  SIGMA MATRACES ERLENMEYER DE 250 ml PIREX

HIDROXIDO DE SODIO 0.5N SIGMA MATRACES AFORADOS DE 100 mi PIREX

IND ANARANJADO DE METILO SIGMA MATRACES AFORADOS DE 50 ml. PIREX

INSTRUMENTOS MATRACES AFORADOS DE 250 ml . PIREX

BALANZA ANALITICA OHAUS AS 120 PIPETAS VOLUMETRICAS. DE 10 ml. PIREX
BURETAS DE 25 ml. KIMAX

ANALISIS

Pesar aproximadamente 3.5 gramos de polvo de suero oral, transferirlo a un matraz
Erlenmeyer de 250 ml., y diluirlo con aproximadamente 30 ml. de agua destilada.
Tomar una alicucta de 10 ml. de HC! 0.5 N, y ahadirla al matraz, dejando reposar 10
minutos, para posteriormente titular con NaOH 0.5 N, empleando como indicar
anaranjado de metilo. Cada mililitro de HCl 0.5 N. equivale a 49.015 mg. de citrato
de sodio.

FORMULA

(10 ml de HCI - gasto en ml de NaQH) * equivalente * masa promedio = gramos de citrato
masa de la muestra sobre

e e P s - oampee P
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2.3.2 DESARROLLO DEL METODO DE CLORUROS

Para el desarrollo del método para cuantificar cloruros se tomaron los siguientes
aspectos:

1. Cambiar completamente la técnica de cuantificar cloruros ya que la técnica
empleaba mucho tiempo y reactivos. Para ello se considero realizar la técnica mas
directa y a la vez optimizada.

Se empleo nitrato de plata como titulante y eosina como indicador en el medio se
afadié dcido acético y metanol en cantidades de 20 ml. cada uno para luego iniciar
el proceso de optimizacién al evaluar la respuesta del punto final de titulacion a
diferentes voliimenes de acido acético y metanol para luego sustituir el metanol por
etanol y quedar los voliimenes en 5 ml. cada uno en el medio

YALORACION DE CLORUROS

METODO EMPLEADOQ: TITILACION ARGENTOMETRICA

tabla II material empleado en la validacién de cloruros

REACTIVOS ANALITICOS MATERIALES

CLORURO DE POTASIO. J. T. BAKER SOPORTE UNIVERSAL

CLORURO DE SODIO. J.T. BAKER MATRACES ERLENMEYER DE 250 ml PIREX
CIDO ACETICO CONC. |.T. BAKER MATRACES AFORADOS DE 100 ml PIREX

ALCOHOL ETILICO J,T, BAKER. MATRACES AFORADOS DE 50 ml. PIREX

IND. EOSINA  SIGMA MATRACES AFORADOS DE 250 ml . PIREX

INSTRUMENTOS PIPETAS VOLUMETRICAS. DE 5 y 10ml. PIREX

BALANZA ANALITICA OHAUS AS 120 BURETAS DE 25 ml. KIMAX

ZARRGOIA -~ L xTR. ha eabed =R BT
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ANALISIS

Pesar aproximadamehnte 27.9 gramos de polvo de electrélitos y afadirlos a un
matraz aforado de 1000 ml. , con suficiente agua destilada para disolver, mezclar y
aforar a volumen. Posteriormente tomar una alicuota de 10 ml. y afhadirla aun
matraz Erlenmeyer de 250 ml, agregar 20 ml de agua destilada, 5 ml de alcohol
etilico y 5 ml de acido acético conc. y 2 gotas de solucién indicadora de eosina
mezclar la solucion y titular con nitrato de plata 0.1 N. Cada mililitro de nitrato de
plata equivale a 3.545 mg. de cloro.

FORMULA

volumen x_1Q0 x 3,545 x masa promedio_ = gramos de cloruros [sobre

masa de la muestra

2.3.2 DESARRQLLO DEL METODQ PARA CUANTIFICAR SQDIO Y POTASIO

Para el desarrollo de este método se tomo en cuenta que no existia el equipo
propuesto por la farmacopea (absorcién atémica) , y se contaba con un flamémetro
y se consideraron los siguientes aspectos:

1. Desarrollar el método por flamometria y a la vez optimizado en tiempos cortos
ya que el producto se fabrica mucho (6 lotes diarios).

Para ello tomamos en cuenta la especificidad del equipo al emplear los filtros para
cuantificar sodio y luego potasio y se encontré que no existia interferencia por parte
de los placebos.

El proceso de optimizacién fue muy laborioso ya que involucraba el ajuste ideal de
los botones asi como seleccionar la lectura en el display de manera que la curva de
calibracién fuera bastante amplia para que el equipo fuera sensible en la
determinacion pero ademds se tenia que cuidar la sensibilidad ya que se podia meter
ruido al equipo provocado por la flama asi de este modo se trabajaron varias
lecturas desde 50, 100, 200, 300, y 500 , encontrandose que la lectura de 200
presentaba una buena respuesta tanto para cuantificar como en la amplitud de la
curva,
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El ajuste de la flama se consiguid at evaluar la sefial a diferentes giros del botén de
ajuste ya que una flama muy intensa provocaba ruido en el equipo a lecturas aitas
por ejemplo a la lectura de 500 por otro lado estaba el botén de la sensibilidad
para la determinacion y finalmente después de realizar las combinaciones de los
botones de ajuste se llego a la que mejores resultados dio para sodio y para
potasio.

TITULQ; VALQRACION DE SODIQ Y PQTASIQ

MET: MPLEADQ; ESPECTROF METRIA DE FLAMA

tabla III material empleado en la validacién de sodio y potasio

REACTIVOS ANALITICOS MATERIALES

CLORURQ DE SODIO )T. BAKER SOPORTE UNIVERSAL

CLORURO DE POTASIO J.T. BAKER MATRACES AFORADOS DE 1000m| PIREX
AGUA DESTILADA LAB, TEISSIER MATRACES AFORADOQS DE 100 m! PIREX
INSTRUMENTOQS MATRACES AFORADOS DE 50 ml, PIREX
BALANZA ANALITICA OHAUS AS 120 MATRACES AFORADOS DE 250 ml . PIREX
EQUIPOS BURETAS DE 25 ml. KIMAX

FLAMOMETRO CORNING SCIENCIE 400 VASOS DE PRECIPITADOS DE 150 ml, KIMAX

PREPARACION DEL ESTANDAR

Pesar aproximadamente 1.5 gramos de Cloruro de Potasioy 5.24 gramos de
Cloruro de sodio, colocartos en un matraz aforrado de 1 litro, disolver con agua
destilada y aforar.

PREPARACION DE LA CURVA ESTANDAR

Pesar 1.5 gramos de Cloruro de potasio y 5.24 gramos de Cloruro de sodio
colacartos en un matraz de 250 ml,, disolver con agua destilada y aforar.

Preparar una serie de diluciones al 80, 90, 100, 110, y 120 por ciento de
concentracion respectivamente.

TARAGOIAL ~ onfir oo T T deabeds EC 8



DESARRCL{O ¥ VALDACION DE..

PREPARACION DE LA MUESTRA

Pesar aproximadamente 279 gramos de polvo de electrolitos colocarlos en un
matraz aforado de 1000 ml. afadir suficiente agua destilada para disolver para
luego aforar. Tomar 150 ml de la solucién y realizar las mediciones en el
flamémetro dando las siguientes condiciones ajuste:

tabla IV condiciones de operacién del equipo para determinar sodio y potasio
50DIO POTASIO

-Filtro para sodio -Filtro para potasio

-ajuste de sensibilidad 2 -ajuste de sensibilidad 1

-lectura del display 200 con el estandar -lectura del display 200 con el estédndar
-ajuste del blanco agua destilada a 0 -ajuste del blanco agua destilada a O

Una vez establecidas las condiciones introducir la muestra problema y obtener el
valor de la lectura en el display.

Ambos resultados se extrapolan en las curvas estindar que previamente fueron
elaborada para ambos elementos (sodio y potasio ), que van en concentraciones del
80 al 120 por ciento a partir de una solucién patrén de cloruro de sodio y cloruro
de potasio.

Los resultados se obtienen de la siguiente manera:

valor en gramos de la curva x _masa promedio = gramos [ sobre
masa de la muestra
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_ CAPITULO:3:VALIDACION™ -

DEFINICION: Es el establecimiento de la evidencia documentada que provee un alto
grado de seguridad de que un proceso especifico produce un producto
consistentemente con especificaciones 'y atributos de calidad predeterminados.
(37.38, 41)

3.1 IMPORTANCIA

La validacién de un método analitico es la medicion del mejoramiento del sistema
analitico total, en otras palabras la medicion del efecto de los instrumentos,
solventes, reactivos y todos los demds elementos que son utilizadas durante el
ensayo.

la seccién 211.165 (e} y 211.194 (a) (2) de las GMP'S (Buenas pricticas de
manufactura) se menciona que para la validacion especifica de los métodos
establecidos por organizaciones oficiales como la USP (Farmacopea de los Estados
Unidos), AOAC (Agencia oficial de alimentos de Estados Unidos), BP (Farmacopea
Briténica) etc. pueden ser validados ya que las nuevas condiciones (de laboratorio)
actuales pueden alterar las caracteristicas de los métodos. Por otro lado los métodos
adoptados o desarrollados puede ser evaluados bajo condiciones actuales de uso y
pueden tener variaciones existentes por lo que es necesario que sean validados. (7,8,
37 ).

3.2 ETAPAS DE LA VALIDACION
1972--1978 era satisfacer las exigencias de la FDA "lera etapa
existia un rechazo inicial”
1978--1983 Basada en hacer esfuerzos por optimizar un proceso
“etapa defensiva”.
198371 Basada en un programa de optimizacién del proceso

beneficios econémicos “etapa de convencimiento”
(16,17.32)
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3.3 POR QUE VALIDAR ?

Toda accién que se repite dos o més veces estara sujeta a un fendmeno conocido
como variacion ya que es muy dificil que un mismo resultado de la accion en
cuestion se reproduzca con la misma magnitud dos veces seguidas ya que estara
sujeta a un gran namero de factores que provocan que nc se den las mismas
condiciones que la primera vez. (7, 15)

Afortunadamente existen procedimientos que nos permiten evaluar la variacién de
un fenémeno ya que es conocido que existe un comportamiento regular de la
variacion de un fenémeno cuando se reproduce en condiciones similares.

A este comportamiento se le conoce como "Regularidad Estadistica” representada
matemiticamente como un funcién de probabilidad. De tal forma que durante un
proceso de validacién se tratard de conocer el comportamiento de esta variacion de
causas asignables de aquellas causas debidas al azar. Es importante el reconocer que
el primer paso en los procesos de validacién es el conocimiento de la recopilacion de
informacion correcta para poder realizar el analisis técnico de los datos y poder asi
obtener resultados concluyentes. Las herramientas que nos permiten alcanzar tales
objetivos es sin duda los procedimientos estadisticos ( 7,15, 38, 41 ).

3.4 EL PAPEL DE LA ESTADISTICA EN LOS PROCESQS DE VALIDACION

LA VALIDACION DE UN METODQ ANALITICO CONSISTE EN DETERMINAR -
LA EXACTITUD Y ESTABLECER LA VARIABILIDAD (PRECISION) (7 ).
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3.4.1 LA EXACTITUD

En una gran variedad de métodos analiticos, se tiene como propdsito determinar
cuantitativamente a un analito presente en una muestra, un atributo importante es
la exactitud. La exactitud de un método analitico es un atributo, el cual mide la
concordancia absoluta entre el contenido del analito obtenido al aplicar el método a
la muestra (estadistica), y el valor verdadero del contenido del analito en la muestra
(parametro). La exactitud es un atributo dicotémico y excluyente; es decir " un
método es exacto o es inexacto; no es correcto establecer otra categoria.

Una gran cantidad de métodos analiticos emplea una respuesta analitica o variable
indicadora del contenido del analito en la muestra, esta respuesta es influenciada
por una serie de factores intrinsecos del método, por lo que se esperara que estos
factores gobiernen su exactitud. (Figura 7) (,22,23.24,25,26,27,41)

FIGURA 7 Factores que influyen en un método analitico

FACTORES INTRINSECOS FACTORES DE METODO FACTORES HUMANOS
Instrumentos mal calibrados | Disefio del método indicador [Mal manejo de aparatos e
(balanza, espectro etc.) temp. extraccion inadecuada | instrumentos

£l modelo lo podemos representar como:
Y=M +E +Ea

M= es la respuesta analitica

E= es el error sistemdtico, cuya magnitud depende de los factores intrinsecos del
método

Ea= el error aleatorio, cuya magnitud depende de los factores extrinsecos del
método.

Estos factores se pueden controlar de tal manera que la respuesta analitica no sea
correcta, este error se conoce como error sistematico o determinado su definicion
es: Error que se puede identificar y eliminar del método analitico.

Un método que no presenta error sistematico, se establece como un método exacto.
Por lo que desde un punto de vista técnico, se puede considerar como el estudio o
ausencia o presencia de error sistematico (se clasifican en dos error sistemitico
constante y error sistematico proporcional ( figura 8).

Bl
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figura 8
[ERROR DE UN METODO ANALITICO |
]
v v
1 ERROR SISTEMATICO + ERROR ALEATORIO ]

Error sistemdtico constante: se estudia a un contenido fijo del analito en la
muestra. En general cuando es conocida la constitucion cualitativa y
cuantitativamente de una muestra, es conveniente definir el denominado placebo
analitico, el cual representa una muestra que contiene todos los componentes en
cusalidad y cantidad a excepcidn del analito. (,22,23.24,25,26,27,41)

En la industria farmacéutica la mayoria de las muestras son conocidas en cualidad y
cantidad.

El error sistematico proporcional: Este ultimo error muestra la dependencia del
error sistemdtico con la cantidad del analito presente en la muestra. No solamente el
método debe medir sin error al analito a una cantidad constante, si no también a
una cantidad variable; es decir, si la muestra contiene X cantidad de analito, el
método debe medir Y cantidad de analito donde Y=X Por ejemplo si la cantidad
verdadera del analito es 80%, el método debe reportar 80% a partir de esta
funcién Y=X , que representa a un método exacto, se pueden describir distintos
casos, en los cuales se presenta error sistematico proporcional.

A) Y=K, la cantidad del analito, que es reportada por el método, es constante, lo
cual es inaceptable analiticamente. En este caso la magnitud del error sistemitico es
dependiente del valor de X (ver grifica 1)

Gréafica 1
X Y Y
80 80
100 100
120 120

B .
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}

B) Y = X + B { B diferente. de 0 )(ver gréfica 2)

En este caso, la cantidad de! analito, que es reportada por el método es igual al
verdadero valor mis una cantidad fija. A este tipo se le denomina error sistematico
proporcional constante esto puede ser explicado, entre otras causas por la presencia
en la muestra, de una sustancia que responda al método y que siempre estd en
cantidad constante (B>0) o que el analito se pierda de manera constante en alguna
etapa del método (B<0). Para este caso la magnitud del error es siempre fija a cada
valor de X; es independiente de Y.

gréfica 2
X Y y
80 85
100 105
120 125

X
C) Y=MX (M diferente de 1). (ver grifica 3)

En este caso, la cantidad del analito, que es reportada por el método, es igual al
verdadero valor multiplicado por un coeficiente (pendiente), que es distinto de 1.
Un caso para explicar este tipo de error, es cuando el método tiene una extraccion
no cuantitativa, en alguna parte operativa del método si la eficiencia de la extraccion
del analito es del 50% a un verdadero valor de la cantidad de analito presente .
gréfica 3

X Yy b4
9c 72
100 80
120 96

T T T AR = L
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en la muestra de 90% la cantidad serd del 72%, si la cantidad del analito es de 100%
se espera que el método mida 90%. En este caso la magnitud de! error sistematico es
dependiente de la cantidad verdadera del analito presente en la muestra por lo que
se le llama error sistemitico proporcional consistente.

D) Y diferente MX +B (ver grifica 4)

En este caso la cantidad del analito que es reportada por el método, no se comporta
de manera lineal lo que da lugar a la presencia de error sistematico. Una de las
causas puede ser que el sistema de medicién empleado en el método analitico
presente problemas de respuesta.

grafica 4 y
x oy
380 80
160 100
120 110

X

El modelo estadistico que permite describir la asociacién entre la cantidad
verdadera del analito, con la cantidad medida es:
Y= MX + B +Ea
Y= Es la cantidad de analito medida por el método presente en la muestra
X= cantidad verdadera del analito presente en la muestra
M= coeficiente que representa la magnitud de cambio de y con respecto a un cambio
de X
B= respuesta de Y cuando se tiene ausencia de X
Ea= Error aleatorio al medir, empleando el método analitico al analito.
Ya que el analista conoce la cantidad que adiciona al placebo (X) y la cantidad de
analito que recupera al aplicar el método (y), se procede a analizar la informacién.
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Considerando los lineamientos anteriores, el anilisis del modelo estadistico, para la
linealidad del método debe sugerir que se cumplen los siguientes requisitos de
preferencia en el orden indicado.
a)la variacién de Y es explicada por X en el intervalo de la cantidad estudiada.
Entre las alternativas de analisis estadistico se tiene:
*El andlisis de varianza
*Intervalo de confianza para el valor de M
a) por cualquiera de estas alternativas es posible tomar la decisién si al variar X
varia Y
b) La relacion entre x e y en el intervalo de concentracién estudiado sea descrita
mediante un modelo lineal.

Este requisito se denomina estadisticamente como la linealidad del método, y se
tiene para el andlisis estadistico.
*Estimar el coeficiente de determinacion (prioritario),
*la prueba de falta de ajuste del modelo lineal. (,22,23.24,25,26,27,41)

3.4.2 LA PRECISION

Un requisito esencial de un método que tenga aplicaciones cuantitativas, es su
capacidad para repetir y reproducir la medicién, la cual en el campo de la validacién
se le denomina precisién. Invariablemente este pardmetro puede llegar a ser de
mayor importancia que la exactitud, ya que esto depende la decisién de emplear o
no el método. '

La precisién se establece en términos de 2 componentes independientes; la
repetibilidad (error aleatorio), error aleatorio que siempre esta presente en
cualquier medicién analitica; y la reproducibilidad, ervor aleatorio que puede llegar a
estar presente en cualquier medicién analitica.

Un método analitico debe reunir atributos deseables tanto de repetibilidad como de
reproducibilidad y al no ser adecuada una de ellas da lugar a un método con una
incertidumbre no aceptable, lo que dificulta la toma de decisiones en relacién al
material analizado.

Dada la caracteristica relativa de la precision, es necesario establecer un limite, para
la variacién permitida ya sea como repetibilidad o reproducibilidad.

o, e e - - = - =
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En la mayoria de los laboratorios farmacéuticos, el estudio se le denomina inter-
analisis-analista, debido al interés primordial de estimar la variacion asignable al
método, asi como su capacidad de ser reproducido en distintos anilisis y por
distintos analistas.

MODELO ESTADISTICO

Este describe la igualdad entre el resultado generado del contenido del analito en la
muestra:

Yij = M + Ai + Dj(i) +Ek (ij).
Yij= contenido del analito en la K-ésima pesada o volumen del material analizado
M= valor verdadero del contenido del analito en el material
Ai= efecto del j-ésimo anilisis en el contenido del analito presente en el material
Ek(ij}= error en la determinacidn del contenido del analito en la k-ésima pesada o
volumen del material, analizada en el j-&simo anilisis. por el j-ésimo analista.
El andlisis estadistico de los resuitados del estudio precision permite:
a) Estimar la variacién total del método. El coeficiente de variacién total incluye la
variacion asignada a los componentes analista-analisis-método.
b) Determinar si el efecto de los analistas es estadisticamente o no, distinto de cero.
Si su magnitud es cero, el andlisis de la varianza sugiere que el método es
reproducible entre ios analistas.
c) Determinar si el efecto de los anélisis es estadisticamente o no, distinto de cero. Si
la magnitud del efecto es cero, el anilisis sugiere que el método es reproducible en
entre los andlisis.
d) Si el método resulta ser no reproducible, se debe estimar la magnitud del efecto
en cuestién. La informacién del analisis de varianza permiten obtener la magnitud
en términos de coeficiente de variacién ya sea de andlisis o de analista.
e) Estimar la repetibilidad o error del método y nuevamente el anilisis de varianza
vuelve a ser de gran utilidad.
Desde el punto de vista estadistico podemos considerar la aplicacién de la Estadistica
Descriptiva con el uso de la media aritmética, la desviacion estandar relativa
(% CV); asf coma la estadistica inferencial con el uso de los intervalos de confianza,
las pruebas de hipéStesis, el disefio de experimentos y la regresién lineal.
(,22,23.24,25,26,27,41).
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QUIERO PENSAR QUE YA ENCONTRE EL TERMINO MEDIO,
TODO LO QUE HAGO, LO HAGO POR QUE QUIERO,
LAS REGLAS QUE SIGO ME LAS PONGO YO MISMO,

SOY AUTONOMO E INDEPENDIENTE, ME GUSTA MI VIDA,

MIS ERRORES Y TODO LO QUE ELLOS REPRESENTAN

PAULINA SMITH




‘DESARROILG YVALDACION DE..:

[~ © LINFALIDAD DEL:SISTEMA = CITRATOS *. - . °|
CONCENTRACION (X) PROPIEDAD MEDIDA (Y)
en gramos de citratos mililitros de HCl 0.5 N
0.29 5.9 5.85 59
0.3262 6.7 6.65 6.7
0.3625 74 7.35 7.4
0.3987 8.2 82 8.15
0.435 8.75 8.8 8.75
N(replicas) 3
T{niveles) 5
R 0.998478
r2 0.996959
C OEFICIENTE DE VARIACION 0.768201 |
—ZAIE.:\G_BI_E. i_—'—??.-:— T .-‘—,r'—‘s- rieabors = "-'. e _—_‘ AN



| " . PRECISION DEL SISTEMA CITRATOS - " ]

Yolumen de HCl 0.5 N

DESARROLLG ¥ VALUDACION DE..

7.45 sY 44 60
7.4 (37 331.53

7.45 MEDIA Y  7.433

7.45 DSTD 0.0258

7.4 cv 0.3473

7.45

TOTAL 6
" . _ZEXACTITUD DEL METODQ ‘CITRATOS, . . - |

Porcentaje recuperado de citratos

100.05 sY 600.77
100.73 sy2 60156.44
100.05 MEDIA 100.1283
100.73 DSTD 0.685023
100.05 cv 0.684145
100.05

TOTAL 6

INTERVALO DE CONFIANZA DE 99.908 A 100.6443

— ot e PR Rl e — = s
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DESARROLLO Y VALIDACION DE..

[~ “LINEALIDAD DEL METODO CITRATOS |

cantidad de gramos adicionados de citratos vs gramos recuperados de citratos con sus
respectivos porcentajes
ADICIONADA RECUPERADA % RECUPERADA % RECUPERADA %

0.2900 0.2916 1005517  0.2940 101.3793 0.2891 99.689265
0.3262 03234 99.14163 0.3284 100.6744  0.3234 99.14163
0.3625 0.3602 99.36551 0.3602 99.36551 0.3627 100.0551
0.3987 0.3994 100.1755 0.3994 100.1755 0.4019 100.8026
0.4350 04313 99.14942  0.4313 99.14942 04313 99.14942

Pendiente 097829
Ordenada 0.00722

R 0.99793
R2 0.99587
cv 0.739750

PRUEBA DE HIPOTESIS PARA LA PENDIENTE

Hom =1

Ham # 1

CRITERIQOS DE ACEPTACION PARA LA PENDIENTE
t de tab 2.16

t cale -5362.93

teal, <ttab .se aceptaHo
INTERVALO DE CONFIANZA PARA LA PENDIENTEDE 0951631 A 1004953

PRUEBA DE HIPOTESIS PARA LA ORDENMADA

Hob= 0O

Hab #0

CRITERIO DE ACEPTACION  PARA LA ORDENADA

t de tab 2.16

t calc 0.007228

tcal, <ttab .seaceptaHo

INTERVALO DE CONFIANZA PARA LA ORDENADADE  0.00253 A 0.016988
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DEARROLO ¥ VAUDACIONDE.

- REPRODUCIBILIDAD Y REPETIBILIDAD DEL METODO

. GITRATOS.
ANALISTA 1 ANALISTA 2
1 100.05 10039
DIA 1 2 100.7 100.7
3 100.05 1007
4 100.7 100.7
DIA 2 5 100.05 100.7
6 100.7 100.7
sTigmas &R D ANALISES DE VARIANZA - .- :
FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE  MEDIA DE F cal F Tab
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS
ANALISTA 1 0.2241 0.2241 5.1862 38.51
DIA 2 0.0864 0.0432 053510 6.51
ERROR 8 0.6274 0.0784
VARIACION INTERANALISTAS 0.1736
VARIACION INTERDIAS 0.0001
REPETIBILIDAD DEL METODO 02800
MEDIA ARITMETICA TOTAL 10051
DSTD TOTAL 0.2920
COEFICIENTE VARIACION TOTAL 0.2905
CRITERIOS DE ACEPTACION Ho Fal <Ftab analistas gla/gid
Fcal <Ftab dias gld/gle

EL METODOQ ANALITICO ES REPRODUCIBLE POR LOS ANALISTAS
EL METODO ANALITICO ES REPRODUCIBLE EN DISTINTOS DIAS POR UN MISMO ANALISTA

TARAGOTIA = - - i3, o denm o tavsmors ST T Fa



BESARRSILO ¥ VADDACIGN DEL:

Se obtiene que el método presenta condiciones favorables para ser utilizado como
método dearutina para el analisis del producto y que a diferencia del anterior se
logro dejar de utilizar el acido perclorico y el acido acetico que ademas de ser
incdmodos por su olor se tenia que evaporar la muestra que era un paso critico
para la prueba y reconstituirla posteriormente todo esto se llevaba a cabo en la
campana extractora con una pérdida de tiempo considerable. Por lo que el método
nuevo fue mejor ya que es mas comodo, se disminuyeron tiempos y reactivos las
linealidades estan dentro de los limites especificados para un método por
titulacion, por otro lado el método es preciso y exacto. En cuanto a su
reproduéibilidad este fue aceptable, ya que no presente ningun problema.

Por otro lado no se realizo estabilidad ya que la muestra se toma de! polvo y no de

la solucién por lo que se tomo el criterio de que esta prueba no tenia mucha

importancia,

i
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DESARROLLO Y VALIDACION DE..

Grafica 5 Resultados de la linealidad del sistema Citratos

Linealidad del método {citratos)

Conc. an g d¢ sitzatos
100UpIrRIDE
o -
]

0.29 03262 0.3625 0.3987 0.435
Conc. en g de dtratos afiadidos

Grafica 6 Resultados de 1a linealidad del método Citratos
s

Linealidad de! sistema (citratos)

!

Yolumen gastado [ml) de
HC10.5N

0.2 0.3262 0.3625 0.3987 0.435
Conc. en g (dtratos)
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DESARROLLO Y VALIDACION DE..

LINEALIDAD DEL SISTEMA - CLORUROS |
CONCENTRACION (X) PROPIEDAD MEDIDA (Y)
en miligramos de cloruros mililitros de AgNO3 p1 N
22.74 6.4 6.40 6.35
25.58 7.2 7.2 7.2
28.43 7.9 7.95 7.95
31.27 8.7 8.70 8.70
3412 9.5 9.5 9.50
N(replicas) 3
T(niveles) 5
R 0.999697
R2 0.999395
COEFICIENTE DE VARIACION  0.520902 I
TARAGOZA’ deabods 3,



DESARROLLO Y VAUDACION DE..

[ 7 -PRECISION DEL SISTEMA CLORUROS -}

Volumen de AgNO3 0.1 N

8.05 sY 27.65
7.9 syZ 378.44
7.9 MEDIAY 9416
7.9 DSTD 0.0664
8.0 ov 0.8368
7.9
TOTAL 6
.77 EXACTITUD DEL METODO. CLORUROS |

Porcentaje recuperado de cloruros

101 SY 600.77
99.75 sYZ 60156.44
101 MEDIAY  100.1283
99,75 DSTD 0.685023
9975 oV 0.684145
99 75

TOTAL 6

INTERVALO DE CONFIANZA DE 99.488 A 100.8433 J
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DESARROULS ¥ VALIDACION DE..

[ .* LINEALIDAD DEEMETODQ CLORUROS B

cantidad de miligramos adicionados de cloruros vs miligramos recuperados de cloruros
con sus respectivos porcentajes

ADICIONADA - RECUPERADA-% - RECUPERADA ‘% .. ° .. RECUPERADA. %
22.74 2304 1013192  22.68 99.73614  23.04 1013192
25.5800- - 2552 99.76544 25.87 101.1336 2552 99.76544
28.4300 2836 99.75378 28.81 101.3366  28.36 99.75378
31.2700 31.64 1011832 31.19 99.74416  31.64 1011832
34,1200 34207 99.85345 33.07 99.85345  34.39 100.8045
M 099717
B 0.19930
R 0.99762
R2 0.99525
ov 0.733024

PRUEBA DE HIPOTESIS PARA LA PENDIENTE

Hom = 1

Ham # 1

CRITERIOS DE ACEPTACION PARA LA PENDIENTE
T de tab 2.16

T calc -67.2815

tcal, <ttab .se acepta Ho
INTERVALO DE CONFIANZA PARA LA PENDIENTE DE  0.968011 A 1.026336

PRUEBA DE HIPOTESIS PARA LA ORDENADA
Hob= 0
Hab # 0O
CRITERIO DE ACEPTACION PARA LA ORDENADA
T DE TABLAS 2.16
T calc 0.199305
-teal, <ttab .se acepta Ho
INTERVALO DE CONFIANZA PARA LA ORDENADADE  0.63799 A 1.036608

oo LT ot t (T
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DESARROLLG ¥ VAUDACION DE..

REPRODUCIBILIDAD Y REPETTB]LIDAD DEL METODO

-CLORUROS:
ANALISTA 1 ANALISTA 2
1 99.75 99.75
DIA 1 2 99.75 99.75
3 99.12 99.12
4 99.12 99.75
DIA 2 5 99,75 99.75
6 99.12 99.12
T Tk ~in 2 ANACISISTDEVARIANZA -0 . =00 s
FUENT‘E DE GRADOS DE SUMA DE _ MEDIADE  F cal F Tab
VARIACION LIBERTAD  CUADRADOS CUADRADOS
ANALISTA 1 0.0330 00330 0.9999 3851
DIA 2 0.0661 00330 0.2500 6.51
ERROR 8 1.058% 0.1323
VARIACION INTERANALISTAS 0.0000
VARIACION INTERDIAS 0.0010
REPETIBILIDAD DEL METODO 03637
MEDIA ARITMETICA TOTAL 99.487
DSTD TOTAL 0.3244
COEFICIENTE VARIACION TOTAL 0.3260
RITERIQS DE ACE Ho Fcal <Ftab analistas glafgld
Fcal <Ftab dias gidfgle

ELMETODO ANALITICO ES REPRODUCIBLE POR LOS ANALISTAS
ELMETODO ANALITICO ES REPRODUCIBLE EN DISTINTOS DIAS POR UN MISMO ANALISTA

L} € 3
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DESARROLLO Y VALIDACION DE..

ESTABILIDAD ‘DE LA MUESTRA TEMPERATURA AMBIENTE
""... VALORACION'DE: CLORUROS‘ e

LECTURAS 51 52 53

INICIAL 12 Hrs 24 Hrs 28 Hrs
8.0 8.1 8.0 8.1
SNEX) 7.9 8.0 8.0

8.0 8.0 8.1 8.1
INTERVALO DE CONFIANZA 51
DE  -0.45050 A 0517172
INTERVALO DE CONFIANZA S2
DE 034730 A 0480639
INTERVALO DE CONFIANZA PARA S3
DE 031397 A 0513972

CALCULO DEL FACTOR I PROMEDIO %

11 101.25
12 100
13 100 10041% LA MUESTRA ES ESTABLE
14 100
15 101.2
16 1012 100.83% LA MUESTRA ES ESTABLE
17 101.2
18 101.2
19 1012 101.25% LA MUESTRA ES ESTABLE

Los valores deben comprender entre 28 Y 102% para.considerar que la muestra es estable
a un determinado intervalo de tiempo.




DESARROLLO ¥ VAUDACION DE..-

[T T i —

 ANALISIS DF RESULTADOS CLORUROS

Aqui el metodo fue modificado, pero sobre la misma base del analisis de los
cloruros, el método logre disminuir tiempos en la preparacion de la muestra, se
cambiaron algunos reactivos y durante la validacion el método es lineal tanto en el
sistema como en el método, es preciso y exacto ademas es reproducible ya que esta
dentro de los limites especificados para un meétodo analitico por titulacion, y por
ultimo su estabilidad es muy buena ya que la muestra se puede analizar ain

después de 48 horas por lo que no presenta dificultad alguna.




DESARROLLO Y VALIDACION DE.,

Grafica 7 Resultados de 1a  linealidad del sistema Cloruros
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Grafica 8 Resultados de la linealidad del método Cloruros
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BESARROLLG. Y. YAUDACION BE.. -

L2 LINEALIDAD, DELSISTEMA ;. ~-SODIO: -0~ .- |
CONCENTRACION (X) PROPIEDAD MEDIDA (Y)
en miligramos de sodio lectura del flamometro

1643 180 181 180
1.85 191 190 190
2.0556 201 201 200
2.2628 211 210 209
24672 220 220 221

N{replicas} 3

T{niveles) 5

R 0.999089

R2 0.998179

| COEFICIENTE DE VARIACION 7.618350 |

(R S : i
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DESARROILONF VAUDACION DE..:

PRECISION:DEL'SISTEMA-SODIO" '~

Lectura del lamémetro
199.5 SY 1199.5
199 (373 239802.2
200 MEDIA Y 199.9166
200 DSTD 0.664580
200 cv 0.332428
201

TOTAL 6

7 EXACTITUD DEL METODO 5010~ . =

Porcentaje recuperado de sodio

100 14 &£00.77
100.63 SyZ 60156.44
100 MEDIA 100.1283
100.63 DSTD 0.685023
98.88 cv 0.684145
100.63

TOTAL 6

INTERVALO DE CONFIANZA DE 99.007 A 100.6662 ]
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"DESARRGLIS Y VALIDACION DE...

[ =77 UINEARIDAD DEL METODO:S0DIO.- = - = |
cantidad de gramos adidonados de sodio vs gramos recuperados de sodio con' sus
respectivos porcentajes
ADICIONADA -~ ©  -:RECUPERADA :%:. 'RECUPERADA%Z- ~ *RECUPERADA ~ % =~
1.6440 1.6555 100.6995 16300 99.75669 1.6555 100.6990
1.8500 1.8450 99.72972 1.8650 100.8108 1.8650 100.8108
2.0556 20450 9948433 2.0650 1004572 20650 100.4572
22628 2.2650 1000972 22450 99.21366 2.2650 100.0972
24672 24630 99.82976 24850 100.7214 24630 99.82976
M 0.99082
B 0.02205
R 0.99883
R2 0.99767
cv 0.520825

PRUEBA DE HIPOTESIS PARA LA PENDIENTE

Hom= 1

Ham # 1

CRITERIOS DE ACEPTACION PARA LA PENDIENTE

T DE TABLAS 2.16

T cale -1257.68

tcal, <ttab .se aceptaHo

INTERVALO DE CONFIANZA PARA LA PENDIENTEDE 0.970573 A 1011067

PRUEBA DE HIPOTESIS PARA LA ORDENADA

Hob = ©O

Hab # ©

CRITERIO DE ACEPTACION PARA LA ORDENADA
T de tab 2.16

T cale 0.022052

tcal, <ttab .se acepta Ho
INTERVALO DE CONFIANZA PARA LA ORDENADA DE  -0.01999 A 0.064094

IARAGOIA [ T - T



IDESARROLLO ¥ VALIDACION DE...

REPRODUCIBI!.IDAD ¥ REPETIBlLIDAD DEL METODO

.. :DE.SODIO: "
_ANALISTA 1 ANALISTA 2
1 10129 - - 10002
DIA 1 Z 10002 100,02
3 10002 100.02
4 10002 100.02
DIA 2 5 99540 100.02
6 100.02 99.540

Ll ©mSEEE0 T ANALISIS:DE VARTANZAS = . 20 a7 iy o =
FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE F cal F Tab
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS
ANALISTA 1 0.1344 0.1345 04898 3851
DIA 2 0.5488 0.2744 1.5879 6.51
ERROR 8 1.3824% 0.1728
VARIACION INTERANALISTAS 0.0000
VARIACION INTERDIAS 0.0011
REPETIBILIPAD DEL METODO 0.4157
MEDIA ARITMETICA TOTAL 100.04
DSTD TOTAL 0.4334
COEFICIENTE VARIACION TOTAL 04331
RITER DE A ACION Ho Fcal<Ftab analistas glafgld
Fcal <Ftab dias gld/gle

EL METODC ANALITICO ES REPRODUCIBLE POR LOS ANALISTAS
EL METODC ANALITICO ES REPRODUCIBLE EN DISTINTOS DIAS POR UN MISMO ANALISTA

; - i ey Foofoa T
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DESARROLLO ¥ VAUDACION DE.:

ESTABILIDAD DE LA MUE.STRA 'I'"EMPERATURA Al ‘BIEI\FTE
s : “VALORAC!ON DE SODIO :

LECTURAS S1 52 53

INICIAL 12 Hrs 24 Hrs 48 Hrs

200 198 201 204

200 201 202 206

200 200 199 203
INTERVALO DE CONFIANZA S1
DE  -1.83%0 A 1172341
INTERVALO DE CONFIANZA 52
DE  -0.8390 A 2172341
INTERVALO DE CONFIANZA PARA 53
DE  2.827658 A 5.839008

CALCULO DEL FACTOR I PROMEDIO %

11 99.0
12 100.5
13 100 99.83% LA MUESTRA ES ESTABLE
14 100.5
I5 101
16 99.5 100.33% LA MUESTRA ES ESTABLE
17 102
18 103
19 101.5 102.16% LA MUESTRA NO ES ESTABLE

Los valores deben comprender entre 98 Y 102% para considerar que la muestra es estable
a un determinado intervalo de tiempo.




DESARROLLO Y VALIDACION DE..

Grafica 9 Resultados de | a linealidad del sistema Sodio
4 ™
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Grafica 10 Resultados de la linealidad del método Sodic
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DESARRGHLO ¥ VALIDACION DE..

;7. 2. LINEALIDAD DEL SISTEMA- “"POTASIO- ~ ~ "}

CONCENTRACION (X)

en miligramos de potasio

PROPIEDAD MEDIDA (Y)
lectura del flamometro

0.628 181 180 181
0.7064 190 191 190
0.7848 200 201 199
0.8036 210 209 210
0942 219 219 220
N(replicas) 3
T(niveles) 5
R 0.999100
rZ 0.998201
ICOEFICIENTE DE VARIACION 7.774602
IARAGOIA. | ..ol s EI diedled



DESARROILO YVALIDACION DE.:

(5 PRECISION DEL'SISTEMAPOTASIO v 5" 2= |

Lectura del flamometro

199 sY 1198
200 SY4 239204
199 MEDIA Y 199.666
- 200 DSTD 0.81649
201 v 0.40892
199
TOTAL 6

[ <7 7 EXACTITUD DEL'METODO-POTASIO ;-

Porcentaje recuperado de potasio

99 74 sY 599.54
100,02 sYZ 59908.13
100 MEDIA 9992333
100.02 DSTD 0.142220
99.74 oV 0.142329
100.02

TOTAL 6

[ INTERVALO DE CONFIANZA DE 99.297 A 100.0224 |
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DEARROLLO YVALIDACION DE...

{77577 LINEALIDAD DEL:METODO:POTASIO " © = "]

cantidad de gramos adicionados de potasio vs gramos reduperados de potasio con sus
respectivos porcentajes

ADICIONADA™=:RECUPERADA™> % = - RECUPERADA ‘% . ““RECUPERADA- %~
0.628 0 0.6275 9992038 0.6350 101.1136 0.6275  99.92038
0.7064 0.7025 9934790 0.7150 101.217% 07150 101.2174
0.7848 0.7850 1000254 0.7950 101.2996 0.7850  100.025%
0.8636 0.8650 100.1621 0.8650 100.1621 0.8650  100.1621
0.9420 0.9400 99.78768 0.9475 100.5838 0.9475  100.5838
M 0.99867
B 0.00391
R 0.99857
RZ 0.99715
v 0.589809

PRUEBA DE HIPOTESIS PARA LA PENDIENTE

Hom= 1

Ham # 1

CRITERIOS DE ACEPTACION PARA LA PENDIENTE
T de tab 2.16

T calc -2901.07

tcal, <ttab .se aceptaHo
INTERVALO DE CONFIANZA PARA LA PENDIENTEDE 0.976088 A 1021265

PRUEBA DE HIPOTESIS PARA LA ORDENADA
Hob= O seacepta Ho

Hab# 0©

CRITERIO DE ACEPTACION PARA LA ORDENADA
T de tab 2.16

T calc 0003911

tcal, <ttab .se acepta Ho .
INTERVALO DE CONFIANZA ORDENADA PARA LA DE  -0.01399 A 0021819

IARAGOIA . IRt TR Aesbed TR T



DESARROLLO Y VAUDACION DE..

REPRODUCIBILIDAD Y: REPETIB[LIDA[_J DEL METODO

: : DEPOTASIO"
ANALISTA 1 ANALISTA 2
1 10005 100,39
DIA 1 2 1007 100.7
3 10005 100.7
4 1007 100.7
DIA 2 5 10005 100.7
6 100.7 100.7
.- ANALISIS'DE VARIANZA®

FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE MEDIADE  F cal F Tab
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS

ANALISTA 1 0.225%1 02241 5.1862 3851
DIA 2 0.0864 0.0432 0.5510 6.51
ERROR . 8 06274 0.0784
VARIACION INTERANALISTAS 0.1736
VARIACION INTERDIAS 0.0001
REPETIBILIDAD DEL METODO 0.2800
MEDIA ARITMETICA TOTAL 100,51
DSTD TOTAL 0.2920
COEFICIENTE VARTACION TOTAL 0,2905
ITER DE ACEPTACION Ho Fcal <Ftab analistas gla/gld
Fcal <Ftab das gld/gle

EL METODO ANALITICO ES REPRODUCIBLE POR LOS ANALISTAS
EL METODO ANALITICO ES REPRODUCIBLE EN DISTINTOS DIAS POR UN MISMO ANALISTA
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OEKRROLLG FVAUDACIOR BE.

ESTABILIDAD DETA MUESTRA TEMPERATURA A;\_MBIENTE
VALORACION VE-’POTASIO' P

LECTURAS 51 52 §3
INICIAL 12 Hrs 2% Hrs 48 Hrs
200 202 202 206
200 201 203 205
200 199 199 207
INTERVALO DE CONFIANZA S1
DE  0.83900 A 2172341
INTERVALO DE CONFIANZA S2
DE  0.32435 A 3.091024
INTERVALO DE CONFIANZA PARA 53
DE 4781748 A 7.218251
CALCULO DEL FACTOR 1 PROMEDIO %
I1 101
12 100.5
13 99.5 100.33% LA MUESTRA ES ESTABLE
13 101
I5 101.5
16 99.5 100.66% EA MUESTRA ES ESTABLE
17 103
18 102.5
19 103.5 103% LA MUESTRA NO ES ESTABLE

Los valores deben comprender entre 98 Y 102% para considerar que la muestra es estable
a un determinado intervalo de tiempo.
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DESARRDLLO Y VALIDACION DE.

- ANALISIS: DE RESULTADOS SODIQ Y POTASIO

Aqui analizamos los dos métodos ya que el equipo utilizado es el mismo, claro con
sus diferencias en condiciones de operacion para cada elemento,

Para iniciar estos métodos se evaluaron condiciones de operacion del equipo
primero fue fijar una escala en la que se pudieran observar bien los puntos de una
curva estandar, asi como los ajustes de sensibilidad tanto para sodio como para
potasio, una vez obtenidos estos datos se evaluaron sus respectivas curvas de
calibracion y reproducibilidad para posteriormente realizar la validacion.

Las linealidades del sistema para sodio y potasic su coeficiente de variacion es muy
alto pero es debido a la escala fijada ya que esta no es exactamente una propiedad
medida pero que si observamos su analisis de correlacion que existe entre la escala
y la concentracion es muy buena aunque el c.v. no lo demuestre.

Para la linealidad del meétodo esta a diferencia del anterior cumple con los
paramétros para Hevar a cabo la prueba y aceptaria. El método ademas es preciso,

exacto y en cuanto a su reproducibilidad estos son reproducibles.
Por ultimo el tiempo de analisis fue disminuido ya que la lectura es directa y no
hay que hacer diluciones y el riesgo de trabajar concentraciones altas fue olvidado
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Grafica 11 Resultados de la linealidad del sistema Potasic
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- = -

- CONCLUSIONES v -

Finalmente podemos concluir que los objetivos planteados al inicio del proyecto
fueron cumplidos ya que los metodos desarrollados cumplieron la evaluacion de la
validacion.

Ademas se buscaron las condiciones optimas de cada uno de los métodos tomando
en cuenta tiempo-costo para que finalmente estos fueran implementados en el
aseguramiento de la calidad del producto.

Por ultimo sefalaremos que es importante tener métodos analiticos validados para
el control de calidad de los productos farmacéuticos, pero la tarea no termina ahi
si no hay que tener la visidn de proponer alternativas nuevas de técnicas analiticas
para poder cuantificar principios activos en donde estas sean muy laboriosas (por
ejemplo extracciones o que no se cuente con el equipo adecuado para su prueba),
asi como también poder evaluar el dptimo de una técnica y poder reducir tiempo,
costo y que estos sean precisos y exactos de una técnica desarrollada nueva (por

ejemplo HPLC).
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X
O

SI LO VEO, TAL VEZ PUEDQ RECORDARLO.

SILO VEO Y LO ESCUCHO,
SEGURAMENTE PODRA SERME DE ALGUNA UTILIDAD;
PERQ SI LO VEO, LO ESCUCHO Y LO HAGO,
JAMAS PODRE OLVIDARLO

POR QUE FORMA PARTE DE MI MISMO.

PROVERBIO CHINO
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_ PARAMETROS DE LA VALIDACION.

_ESPECIFICIDAD

Es la medida del grado de interferencia ( o ausencia-de ), en el andlisis de mezclas
complejas. Es la habilidad de un método analitico para obtener una respuesta
debida unicamente a la sustancia de interés y no a los componentes de la muestra.

LINEALIDAD

La linealidad de un sistema o un método analitico es su habilidad para asegurar que
los resultados analiticos, los cuales pueden ser obtenidos directamente o por medio
de una transformacién matemdtica bien definida, son proporcionales a la
concentracién de la sustancia dentro de un rango determinado.

Se determina construyendo una curva de calibracién de una misma solucién patrén
utilizando cuando menos cinco diluciones y haciendo el anlisis por duplicado para
cada dilucién. El intervalo entre las concentraciones a analizar dependera del
proposito del método; para propdsito de control de calidad y estabilidad de un
farmaco en una forma farmacéutica, deberd estar incluido el 100% de la dosis.

LINEALIDAD DEL METODO

Se determina con placebos adicionados del principio activo, (placebos cargados),
cada uno de manera independiente, cuando menos a 3 diferentes concentraciones
incluyendo el 100% haciendo el anilisis por triplicado de cada concentracién. La
amplitud del estudio dependera del uso y aplicaciones del método, (control de
calidad y estabilidad), preferentemente deberi llevarse a cabo por un mismo
analista en las mismas condiciones de operacién. donde se establece cantidad
adicionada VS cantidad recuperada.

El por ciento recuperado; en el intervalo de confianza, para la medicién debe
localizarse el 100%. El coeficiente de variacién dependera del tipo de método y la
muestra, hay que tomar en cuenta la forma farmacéutica y la concentracion.
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DESARROLLO Y VALIDACION DE..

PRE N DEL SISTEMA

La precisién es el grado de concordancia entre resultados analiticos individuales
cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes muestreos de una
muestra homogénea. bajo las mismas condiciones ( repetibilidad ) y / o bajo
diferentes condiciones ( reproducibilidad ).

Usualmente se expresa en términos de desviacion estindar o de coeficiente de
variacion.

Se determina por el analisis por sextuplicado de una misma solucién estindar
correspondiente al 100% , establecido en la linealidad del sistema.

EXACTITUD

Se define coma la concordancia absoluta entre el valor de una propiedad medida
experimentalmente ( estimador ) y su valor real de referencia ( pardmetro ).

La exactitud de un método analitico es la concordancia entre un valor obtenido
experimentalmente y el valor de referencia. Se expresa como el porciento de
recobro obtenido del anlisis de muestras a las que se les ha adicionado cantidades
conocidas de la sustancia.

Se debe cuando menos analizar 6 placebos cargados con el 100% del principio
activo, de manera independiente, por el mismo analista y en las mismas condiciones
de operacion.

Nota; Si en el momento de hacer la linealidad del método se trabajan diferentes
concentraciones cuando menos por quintuplicado, la exactitud del método se
puede determinar con los valores de la linealidad.
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DESARROLILO Y VALDACION DE..

PRE L METODQ ( REPETIRIL

Es la medida de la concordancia relativa entre determinaciones independientes del
analito, bajo, las mismas condiciones de anilisis, realizadas por un sélo analista, los
mismos aparatos y técnicas.

REPRODUCIBILIDAD

Es la precision de un método analitico expresado como la concordancia entre
determinaciones realizadas por diferentes analistas, en diferentes dias, en el mismo
y/o en diferentes laboratorios utilizando el mismo y/o diferentes equipos.

CARACTERISTICAS

a) Los placebos deben tener la cantidad adecuada de analito, en el cual se tenga
interés evaluar la precision y debe ser desconocida por el analista.

b) Se debe asegurar que el analito este distribuido de manera homogénea en el
material durante el periodo de estudio

c) Deben participar como minimo dos analistas

d) los analisis deben llevarse de manera independiente y por triplicado (diferentes
dias u horarios,) todo el material debe ser el mismo.

TOLERANCIA O ROBUSTEZ

L2 tolerancia de un método analitico es el grado de reproducibilidad de los
resultados analiticos obtenidos por el anidlisis de la misma muestra bajo
modificaciones normales de operacion, tales como diferentes temperaturas, lotes
de reactivos, columnas, sistemas de elucidn, tipos de empaque, condiciones
ambientales etc.
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DESARROLLO Y VALIDACION DE:

- FORMULARIO

1.-Calculos para la linealidad

X TY, EX? Y2 TXY

Cdlcuios para la pendiente
m=NLXY-ZXZY n= numero de muestras -

nZx*(Zx):

Calcular 1a ordenada al origen
h=2YmZZX
n

Calcular el error estindar-de 1a regresion
Syix=ZX>-mIXYDIY
n

Calcular el coeficiente de determinacion
R= {(nIXY-IXZY)P
(NZx2-(£X?*(hZ¥Y—(ZV?)

Calcular el coeficiente de regresidn
R——\] R?
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DESARROLLOY VALIDACION DE..”

calcular los limites de confianza (95%) para la pendiente.
error estindar de la pendiente (sm)

sm = (SyX) 1
(=2x2-(£x?)
n

determinar en la tabla de distribucién de “t” de STUDENT el valor para t(n-2, 0.975)

Calcular el intervalo de confianza para la pendiente (m) con la ecuacidn

icm = m + - tn*(sm)

Calcular los limites de confianza (95%) para la ordenada al origen

ervor estindar para la ordenada al origen SB

SB=(SyX}, /1 + _Xx?
n IX*~(zx?
n

Determinar en la tabla dé distribucién de “t” de STUDENT el valor para *t” (n-2,
0.975) Calcular el intervalo de confianza para la ordenada al origen ICB
ICB = B + - tn-2(SB)

calcular et interceptorelativo
lR.= B/ Y

error estindar relativo Sy /X
Y
Coeficiente de variacién por nivel de concentracion
Pendiente relativa PR =m° X
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DESARROLLO ¥ VALIDACION DE..

criterios de aceptacion, prueba de hipétesis para ta pendiente
HO m = ¥y
Ha m # vy

Calcular la "t” experimental

t= (M- y)isx Jl’l-1

sy/xX

Relacién critica con un nivel de significancia a = 0.05 para la pendiente

Hacer |a prueba de hipétesis para la ordenada al origen
Hob=p donde p=0

Hab#p
Calcular Ia ¢t experimental
t=b-p
sy x?2
n Z(Exi-x )?

Regién critica bilaterai con un nivel de significancia de a= 0.005 para la
ordenada al origen t o2 < tcal < £0.975

Comparar e} valor de t calculada con el de t de tablas. §i t calc < 1 tablas la
hipotesis de nulidad no se rechaza

Parametros Nombre

rR2 > 0.98, Coef. de determinacién
R > 0.99 Coef. de regresion
LR. < 10.2, |inteceptorelativo

E.S.R. < -0.30 jerror estGndar de la relativo

CV. It < |coef.de varacion regresion

PR= 0.98-1.02 | pendiente relaliva
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DESARROLLO Y VAUDACION DE..

CONSTRUIR 1A TABLA DE ANALISIS DE YARIANZA

a)Cacular la suma de cuadrados de la regresién (Scr) y la suma de cuadrados del
error de la regresion (Scer)

ScramIXY+bXZY- | Zvy?

r.c.

Tabla de analisis de varianza

Fuente de variacién |Grados de libertad [Suma  de|Media de|Fde Fisher
cuadrados |cuadrados

Regresidn 1 5Cr SCr SCr{MCer

Error de regresién |(gler) n-2 SCer . SCer/gler

Falta de ajuste (glfa) (n-2)-t* {r-1 |SCFa SCfa/glFa | Mcfa/MCer

Error puro (glep) t* (r-1) SCep SCep/glep

Determinar en’la tabla de la distribucién de “F” los valores para F (glr, gler, 0.95)
y “F" (glfa, glep ,095)., F(glr, gler; 0.99) y F (glifa, glep; 0.95)

Donde
r= replicas por concentracién
C= numero de concentraciones

scer=2Y2-mIxy-bXy

Calcular 1a suma de cuadrados del error puro { Scep ) y la suma de cuadrados de la
falta de ajuste ( Scfa ).

scep=2v2-{ZYv)?
r
Scfa = Scer -Scep

— S -
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Regla de desicién

SiFr > o= F(glr, gler;0.99 )y F fa < F (glfa, glep ) 0.99 ). El modelo es correcto
para describir la relacién entre la cantidad adicionada (x) y la cantidad recuperada

.

Si Fr > o = F(glr, gler; 0.99) y Ffa > o = F (glfa, glep; 0.95 ). Al modelo se le debe
de adicionar un componente no lineal para describir la relacién de la cantidad
adicionada (x) y la cantidad recuperada (y).

Si Fr < (glr, gler; 0.99 ) y Fa » o = F (glafa, glep ; 0.95 ). Un modelo no lineal es

correcto para describir la relacion de la cantidad adicionada ( x ) y la recuperada

(y)

Exactitud (cdiculos)

Calcular ia media

X = Exi Donde Xi = es cada una de las respuestas obtenidas y n es el niimero.de
n muestras analizadas.
. . =| (i~
Calcular la desviacién estindar ¢ X - X)2
n-1

Calcular el coeficiente de variacion C.V. =|:g|_;_ ]100
’ x
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\DESARROILLO Y VALIDACION DE..

Calcular el intervalo de confianza al 95 % para la media IC=X + t0.95 DE/n
Donde t 0.95 es el valor que se busca en tablas de “T” student para n - 1 grados de
libertad y a= 0.050

Criterios

Hacer la prueba de hipétesis para la media.

Ho: X =m donde m = 100% de la concentracion adicionada
Ha: x # m

Nivel de significancia (a) = 0.050

Calcular la “T” experimental

texp = X -p

DEI\|n

Buscar el valor de T tedrica en las tablas para n-1 grado de libertad y a = 0.050
{mismo valor que el IC).

Comparar el valor de T experimental con el de T de tablas.
Si T 0.025< t cal <t 0.975 no se rechaza Ho y el método se puede considerar
exacto con un a = 0.050.

PRECISION
Calcular la media
X = Ixi Donde XI = es cada una de las respuestas obtenidas v n es el nimero de
n muestras analizadas.
.. . =1 X (Xi-¥
Calcular la desviacion estindar OF Xl - X)2
n-1

IARAGOA = T R feabed TSTE



DESARRCULO ¥ VAUDACION DE .-

Calcualr el coeficiente de variacion C.V. =|:ge_:|s 100
) b g

Criterios
Proceder de acuerdo al punto de la exactitud

REPRODUCIBILIDAD

ler método 2 analistas en 2 dias diferentes
Matriz de tratamiento

Analista Analista
1 2
Dia (Bji) 1 Y111 Y211
Y112 Y212
Y113 Y213
Dia 2 Y121 - Y221
Y122 Y222
Y123 Y223

Donde “Y” es el resultado de cada analista (primer subindice) en cada dia (segundo
subl‘ndicg) por cada repeticién (tercer subindice)

Calcular las siguientes sumatorias

Y.. =(Y111 + Y112+ Y113+ Y121 +Y122 + Y123 + Y211+ Y212+ Y213 +
Y221 + Y222 +Y223)

Yr..= (Y111 +Y¥112Z+ Y113 +Y121 +Y122 +Y123 )

¥2...= {Y211 +Y212 + Y213 + Y221 + Y222 + Y223)

a=2 b=2 r=3

ARRAGOTA- - T A TR EE



CESARROLLO Y VALIDACION DE..

SCanalista = [(Y1lD)2 +(¥2.)2]- [ (¥.)*]
6 12

SCdia  =[(Y1L+Y12,+Y22)) -[(YL+(  Y¥2)%)
3 6

scerror  =[S(Y1jk)?] - [(¥11)*+(¥12)* + 24+ (v22)% ]

3
SC analista = mc dia SCdia = mcdia SC error = mc error
gla gld gle

Tabla de anélisis de varianza

ente delGrados de]Suma defMedia de| Feal F
riacion |libertad cuadrados cuadrados a(0.05)
lgla SC analista SC analista mc analista

gla : mc dfa
2gld SC dfa Sc dia mc analista
' gld mc error
8 gle SCerror error
gle
Criterios

Regla de decision Fcal > o = Ftab, Ho se rechaza

Ai; Ho = No debe modificarse el porciento de recuperacién cuando el método

analitico lo realizan el analista uno y dos
Ha = el porciento de recobro se debe modificar cuando el método analitico lo
realiza el analista uno y dos

Bj(i); Ho= No dede moificarse el porciento cuando el método analitico es realizado

por los analistas en diferentes dias

g e pen ey — = e foeem e
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DESARROLLO Y VALIDACION DE..

LCULOS DE LA ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA

Evaluacién de las condicione sexperimentales condicién / tiempo
condicion (obscuridad, a la luz etc)
tiempo (horas o dias )

inicial tl t2 13
yl Ya Y7 Yn-2
Y2 Y5 Y8 ¥Yn-1
Y3 Yé Y9 Yn

Célculos preliminares para el intervalo de confianza

media de cada columna yo yi y2 ym
Varianza de cada columna So? 517 §2? Sm

Calcular las varianzas ponderadas de cada columna

Sp1? =2S0% + 2512
2 (c+1)

Sp2? =2S0% + 2527
2 (c+1)

Spm? =250® + 2Sm?
2 {c+1)

Célculos finales para el intervalo de confianza para la condicién por tiempo:

IC. = (Yl -Yo) +- t* \] ( sp1* [2/3)

Donde t* = valor de la t de Dunnett con C comparaciones y 2(c+1) grados de
libertad y una probabilidad acumulada de 0.975

Cilculos preliminares para el coeficiente de variacion , para cada
condicién f tiempo { muestra /.
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QA7 DE LA BBUSTECS

Calcular el factor con la siguiente formula:

I = (andljsis / condicién f tiempo Ji (100

{ analisis inicial i )

I1 = Y& (100) 16 = Y9 (100) I5 = Y8 (100)
Yl Y2 Y2

12 = Y5 (100) 17 = Y9 (100) 4 = Y7 (100)
Y2 Y3 Yl

13 = Y6 (100) 18 = Yn-2 (100) 19 = Yn (100)
Y3 Yl Y3

Para cada condicién [ tiempo calcular al media del factor ( I ) con la siguiente
formula,

I = condici iem
N
Donde: N = niimero de muestras por cada condicién { tiempo

[*1 =11 +]2 +13 Los valores comprenden entre 98 - 102 %
3 si no la prueba es rechazada

*2 =14 +]5 +
3

I*3 =17 +18 +
3
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