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INTRODUCCION

La Rifampicina es el fdrmaco mas efectivo en el
tratamiento de la tuberculosis pulmonar; es administrado en
anociaciéon con antileproéticos tales como Dapsona Y
Clofazamina en el tratamiento de la lepra. Es usado también
contra otras enfermedades no tuberculosas tales como
brucelosis, endocarditis, gonorrea, hiastoplasmoais,
leishmanjagis, ostesomielitis y trachoma,

La demanda actual de Rifampicina en México es

congiderable, dada la incidencia de las enfermedadas antes
mencionadas en la poblacidn de varias zonas del pafs, Por
esta razén, algunags empresas del ramo farmacéutico han
orientado sus objetivos hacia 1la produccién de medicamentos
cuyo principio activo es la Rifampicina.
. Durante la produccién de estos medicamentos, es
necesario controlar su calidad con el objeto de garantizar su
geguridad y eficacia terapéutica, manteniende todas las
especificaciones de disefio.

Una de las herramientas fundamentales para lograr este
propégito son los métodos analiticos de cuantificacién del
principio activo, los cuales deben proporcionar resultados
con un slto grado de confiabilidad.

Para que un método cumpla con esta funcién tiene que ser
validado; razon por la cual el presente trabajo tiene 1la

finalidad de proporcionar la informacién correspondiente al



estudio de validacién de un método espectrofotométrico para
determinar Rifampicina en cdpsulas,

El desarrolloe del trabajo incluye 1la vrecopilacion
bibliogrdfica del fundamento teodrico concerniente a la
cuantificacién de sustancias quimicas en solucién por via
espectrofotométrica; una resefia de las propiedades fisicas,
quimicas y farmacoldgicas de la Rifampicina: asi1 como el
disefio de un esquema de validacidn para el método y sus
correspondientes bages tedricas.

El estudio de validacién del presente trabajo permitié
concluir gque el método para cuantificar Rifampicina en
c4dpsulas tiene capacidad para proporcionar resultados
confiables, por lo cual pueode ser empleado para propégitos de
control de calidad durante la produccion de cdpsulas de

Rifampicina.



1. FUNDAMENTACION DEL TEMA
B, Rifampicina, caracteristicas fisicoguimjicas
1. DESCRIPCION
a. Nombre
La Rifampicina es conocida como 3-(({4-metil~1~
piperazinil) imino) metil-Rifamicina), de acuerdo a 1la

nomenclatura original para Rifamicinas. <?

b. Férmula molecular de la Rifampicina.

CHJCDO -

Fig 1. Férmula molecular desarrollada de la Rifampicina ¢??



c. Descripcién fisica y quimica.

La Rifampicina es un polvo de color rojo, no tiene olor,
tiene un peso molecular de 822.95 gr/mol, funde a 185°C con
degcomposicidén. Contiens nueve dtomos de carbono asimétricos
y tres enlaces dobles. La molécula de Rifampicina consiste de
una parte cromotorica a-Naftohidroquinona, una cadena
alifdtica ¥ un grupo piperazina adyacente.

1). Propiedades de ionizacién. La Rifampicina se ioniza en

agua debido a la presencia de dos grupos:

Tabla 1. Constantes de ijonizacion de la Rifampicina ¢?

pka Atribucién

Proton perdido 1.7 Hidroxilo c¢-8
|Proté6n ganado 1.9 Piperazina N-4

Se ioniza también en solventes no acuosos como el 4dcido
acético glacial, donde e! nitrédgeno de la piperazina bdsica
puede titularse con &cido perclérico.

2). Solubilidad. Es soluble en agua, cloroformo y metancl, su

golubilidad se incrementa a valores de pH bajos.



Tabla 2, Solubilidades de la Rifampicina €=’
Solvente mg/ml Temperatura
Cloroformo 349.0 25°C
Etil acetato 216.0
Dioxano 39.0
Metanol 16.0
Agua pH 7.3 2.5
Agua pH 7.5 2.8
Agua pH 2.0 99.5

d. Sintesis.

La Rifampicina es un antibidtico semisintético derivado
de la Rifamicina B, el cual es8 un metabolito producido por
las cepas de Streptomices mediterranei (ver figura 2).

De acuerdo a la figura. la Rifampicina es obtenida por
condensacién de l-amino~4-metil-piperazina con 3-formil-—
rifamicina SV en tetrahidrofurano libre de peréxidos a una
temperatura entre 10°C -~ 15°C. La 3-formil-rifamicina es
obtenida de la Rifamicina B el cual es el producto de
fermentacién por el procedimiento reportado en la figura 2.
Existe otro procedimiento gue consiste en hacer reaccionar la
Rifamicina S directamente con formaldehido, ter butil amina y
dioxido de manganeso condensado con l-amino~4-metil—

piperazina. <2,

]
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Fig. 2. Sintesis de la Rifampicina.



&. Estabilidad de la Rifampicina,
1). Estabilidad como polvo. La Rifampicina es muy eatable en
el estado 86lido, asus propiedades ffsicas y quimicas se

mantienen constantes por mas de cinco afiog ¢®>.

Tabla 3. Estabilidad de la Rifampicina en el sstado sdlido a la

temgeruturu ambjenta ¢

Inicio 12 meses 21 meses 30 mesesn 41 mesesn
a b a b a b a b a b
Rifampicina |99.3 98.6{100.1 $6.4]{99.0 100.0/100.2 95,4(97.3 95.9
3-formil ri-| Trazas Trazans Trazas Trazas Trazas
famicna SV.
Rifamicina Rusente 1.0-1.5% 1.5-2.0% 1.5-2.0% 2.5-3.0%
quinona .
Rifampicina Trazas 1.0-1.3% 1.0-1.5% 1.0-1.5% 1.0-1.5%
N-oxido
2%~-depacetil
21-acetil- Ausente Trazas Trazas Trazas 0.5-1.0%
rifamicina
25-desacetil! 0.3-1.0%| 1.5-2.0% 1.5-2.0% 1.0-1.5% 1.0-1.5%
rifamicina
25-desacetil
23-acetil- Ausente Rusente Ausente Trazas Trazas
rifamicina

2). Estabilided

an

solucion. En sclucién

acuosa la

Rifampicina es poco emtable. Los productos de degradacidén son

reportadcs

en la

aproximadamente el

figura

3. En forma general,

20% de -su actividad bioldgica

pierde

en diez




horas a temperatura ambiente; su descomposicién se ve
disminuida por la adicién de un agente reductor (ﬂcidov
ascérbico por ejemplo).

Como otras rifamicinas, la Rifampicina sufre una
desacetilacién en medio alcalino dande el correspondiente
25-desacetil derivado, gin pérdida sustancial de su actividad
antibacteriana.

En solucién alcalina, en presencia de oxigeno
atmosférico y a temperatura ambiente, 1a Rifampicina se
transforma en Rifampicina quinona, esta oxidacidén puede ser
prevenida con aacorbato de sodio, Bajo las mismas condiciones
a 60°C -~ 70'C. la Rifampicina tiene tres productos de
degradacién significativos 1los cuales son: 25-desacetil~
rifamicina, 25-desacetil-23-acetil-rifamicina y 25-acetil—
2l-acetil-rifamicina ¢°?.

Se ha estudiado la estabilided de la Rifampicina en
golucién acuosa a diferente pH. observéandose que se
descompone r4dpidamente en condiciones 4cidaa o© alcalinas,
pero lentamente en medio neutro. La 3—-formil-rifamicina es el

principal producto de descomposicién en el medio dcido 7.



3-Formil Rifamicina SV Rifampicina__quinona

P 2.3, 20-22% ph 8.2, 20-22%
wer 0.1 4,37%
Rifaspicina
NadH 5.0 en etanol 8.2 60-70%
agua {1:1) 22%
Fs-bencetﬂ-r(fni:im -4 25-Desacet!1-rifanicina l
=N
25-Desacetii-21-acet!-Rifamicina [

$1-23-acetil-r I

Fig. 3. Estabilidad de la Rifampicina en solucidén acuosa <>,

f. Farmacocinética.

La sustancia activa se absorbe rdpida y completamente de
las cdpaulaas o suspensién penatrando en diversocs fluidoa y
tejidos orgdnicos, inclusive los huesoa y el sistema nervioso
central, La fijacién a protainas plasmiticas es de a.lrededor
del B80.0%. Una dosis Onica de 600 mg en ayunas alcanza, al
cabo de dos horas., concentraciones plasmiticas maximas de
10ug/ml.

La Rifampicina se metabeliza principalmente en el
higado. siendo el metabolito 25-desacetil-rifamicina, al cual
e menos lipofilico que 1a Rifampicina y es excretado

facilmente en la orina sin reabsorcién: este metabolito poseé



ugfml

la misma actividad antibacterjiana que' la Rifampicina. Lla
Rifampicina acelera su propio metabolismo debido a su efecto
inductor enzimatice en el higado de modo que el aclaramjento
aigtémicc. que es de unos 6 litroa/hora después de la primera
toma, asciende a cerca de 9 litres/hora tras repetir la
toma.

La eliminacidn de la Rifampicina se considera lenta y se
lleva a cabo por via biliar y urinaria., La vida media de la
eliminacion desde al plasma depende de la deosis y es de doa
horas y media aproximadamente despuds de la administracidén de
300 mg, de tres a cuatro horas después de la adminiatracién
de 600 mg y de unas cinco horas después de 900 mg. La
cantidad total de Rifampicina eliminada en la bilis no es
proporcional a la dosis c¢omo ocurre por via urinaria. La

eliminacién por via urinaria ai depende de la desis.
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Fig. 4. Distribucién de la Rifampicina en tejidos y
fluidos humanos despuds de la administracién de una doeis de
450 mg ‘°'.



g. Mecanismo de accién.

Entre los agentes que acttan inhibiendo a la propia
RNA-~polimerasa hay un grupo de antibiéticos bacterianos
1lamados rifamicinas, los cuales son inhibidores poderosos de
las RNA-polimerasas bacterianas (algunas RNA-polimerasas -
nucleares eucaristicas no son afectadas por ellas).

E] mas usado de estos compuestos es la Rifampicina, la
cual se liga mediante unidén no covalente a la subunidad B de
la RNA-polimerasa de algunas especies y .loquea la formacién
del complejo de iniciacion sin afectar la prolongacién del
RNA ¢t22,

e Enzima dependicnte del DNA capaz de formar polimeros de RNA
a partir de ribonuclecsido--trifosfats en las celulas,

11



B. Espectrofotometria en el andligls farmacéutico
1. BASES TEORICAS DEL ANALISIS ESPECTROFOTOMETRICQ

La espectrofotometria de absorcién, es indudablemente
una de las técnicas analiticas mds interesantes de lag
descubiertas hasta la fecha. A pesar de log nuevos avances en
la quimica analitica, probablemente permanecerd como un
instrumento util debido a sus varias y preponderantes
ventajas en la scolucién de muchos problemas; estas ventajas
son entre otras: rapidez, gencillez, especificidad Y
pensibilidad ¢®?

Las mediciones espectrofotométricas gcn aplicadas
ampliamente en quimica analitica, farmacéutica y orgdnica.
Por definicion, las técnicas espectrofotométricas son métodos
fisicoquimicos que consisten en 1a medicién de la absorcion
de ensrgia radiante por wuna sustancia gque se encuentra en

solucién.

a. Fundamentos.

La materia estd4 compuesta por Atomos, loa cuales constan
de un nuicleo eléctricamente positivo alrededor del cual se
encuentran los electrones en diferentes G6rbitas segun au
nivel de energin; los electrones posedn carga eldctrica
negativa, y la carga eléctrica del nucleo estd dada por los
protones que en cantidad igual a los electrones mantienen el
balance neutral del 4tomo. Los electrones ge encuentran
distribuidos en <capas energéticas u érbitas alrededor del

nucleo llamadas generalmente orbitales, 1los que se van

12



distribuyendo segun su nivel de energfa (regla de Hund). El
movimiento de electrones o trdnsito de un nivel anergético a
otro superior estd acompaflado de una absorcidn de energia y
la emision de ésta para regresar a su forma inicial o estado
basal. Es evidente que la energia absorbida por los
electrones serd una cantidad exacta dependiende de cada paso
particular, y este fenémenc constituye la base slemental de

la espectrofotometria.

1). Propiedades de la energia radiante. La radiacidn
ultravioleta visible comprende sélo una pequefia porcién del
aspectro electromagnético, el cual incluye otras formas de
radiacion como son las ondag de radio, rayos gama,
intfrarrojos, etc.

La radiacion electromagnédtica se degcribe mas facilmente
en términos que sugieren dos modelos, es decir cuando se
parte del supuesto de que muestra propiedades dualisticas. La
difraccién, reflexién, refraccién y efectos similares ase
justifican sé6lo 8i se congidera que la radiacidén se comporta
como un campe oscilante, con un campo magnético asociado que
viaja a través del espacio con movimiento ondulatorio. Por
otra parte, los efectos fotoeléctricos sugieren gque la
radiacién se compone de particulas discretas de energia
denominadas fotones o cuantos. Aunque cada concepto se ha
preferido por @épocas, ambos parecen esenciales para una

descripcién completa de la radiacioén y sus efectos.

13



2). Espectro electromagnético, El ordenamiento secuencial de
las diferentes formas de radiacion electromagnética es
conocido como esgpectro electromagnético y se extiende desde
loa 10 nm para losg rayos gamma y los rayos X hasta més de 25
cm para las ondas de radio. Otras formas que son de interés

incluyen las radiaciones infrarroja y ultravioleta,

b. Absocidén de la luz por las sustancias.

Puesto que la luz es una forma de energia. la absorcion
de un fotdén por una molécula de una sustancia causa un
incremento en su contenido energético; este incremento es
igual a 1la energfa del fotén. S5i la molécula se encuentra en
8u estado baaal o fundamental (Eo) antes de l!a interaccidn,
el procesc de absorcion eleva su contenido energético a un
estado superior o “excitado" (E1). Los experimentoz han
demostrado gque los cambios energéticos debidos a la absorcidn
de la 1luz no son funciones continuas, sino gque ocurren
sdélamente en mualtiplos enteros de 1a wunidad de energila
-llamada cuanto— caracteristica de cada especie quimica. Para
que un fotén sea absorbido por una molécula, la energia del
mismo debe corregponder precisamente a la diferencia entre

dos niveles energeticos de la molécula (figura Gy .



El

E = hv (cuanto)

Eo
Energia dal fotén = diferencia de energia

Fig. 5. Diferencia entre dos niveles energéticos.

La energia potencial de una molécula, excluyendo su
energfa nuclear, puede considerarse como la suma de sus
energias electrdénica, rotacional y vibraciona.. Las energilas
electronicas se asocian con lags transiciones de los
electrones dentro del! 4tomo o molédcula (ver figura 6).

Las energias rotacionales o vibracionales se asocian con
lag rotaciones y/o¢ vibraciones de los d4tomos o grupos de

4dtomos regpecto a ellos mismos en la molécula (ver fig 6).

— —

o—-0
o—=o0

- -

Transiciones electrénicas Transiciones vibracionates Transiciones rotacionales

€ total = Energfa &lectronica + Energfa vibracional + Energfa rotacional

Fig. 6. Tipoa de transiciones en los atomos.

1%
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Las diferencias entre estades energéticoe rotacionales
de una molécula son relativamente pequefias, mucho menoreas que
las diferencias energéticas entre niveles electrénicos. Las
diferencias energdticas entre estados vibracionales sgon
intermedias. Consecuentemente, la absorcién de la luz
agociada con energiag rotacionales se halla situada por lo
general en la regién de haja energia o longitud de onda larga
del espectro electromagnético, esto es, el infrarrojo lejano.
Absorciones asociadas con diferencias electrénicas. ge
encontrardn en la regién del espectro de alta energfa o
longitud de onda corta (ultravioleta y visible). Absorciones
debidas a diferencias vibracionales me encontrardn entre las

dos, principalmente en el infrarrojo cercano.

w? 100 1t p® 1 wl? o'
100 ! 10! 10} 10° 10’ 10° 10t
N e e
rayos rayos X v | =, Radar ondas
Yisible microondas de radio

Fig. 7. Eapectro electromagnético.
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En la préactica, cuando 1la luz entra en contacto con
alguan cuerpo colorido, algunas de sus longitudes de onda
componentes son absorbidas y las restantes son reflejadas o
tranamitidas segun sus caracteriasticas fisicoquimicas. A este
fenémeno Be le denomina absorcidén diferencial,

En contraste, los cuerpos negroa y blancos no siguen
eate comportamiento, ya que 1los primeros absorben todas las
longitudes de onda, en tanto que los segundos adlo las
reflejan pero no las absorben. Es de suponer que, dasde el
punto de vista de la espectrofotometria, el interés se centra
en el tipo y cantidad de energfa ahsorbida. La naturaleza y
magnitud de laa radiaciones absorbidas conatituye una
importante informacién concernlente a las propiedades del
material analizado.

En el caso se las sustancias semitrangparentes, 1la
alternativa congsiste en graficar 1la intenaidad de 1la 1luz
transmitida como una funcion de la longitud de onda; con ello
B0 obtiene 1o que se conoce como egpactro de absorcidn de la
sustancia estudiada. Un uso importante de los eapectros de
absorcién es el de servir como guia para la seleccién de una
longitud de onda adecuada para el andlisis cuantitativo. Por
lo general, la longitud de onda elegida ¢s una regién en la
cual la sustancia a determinar absorbe fuértemente, mientras
que otras lo hacen en proporcién insignificante. En este caso
encontramos que la ahsorcién diferencial ea la base para la
aplicacion de 1la espectrofotometria de absorcion al andlisis

cuantitativo y cualitativo (ver figura 8).
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Absorcin relativa

Fig. 8. Espectros de absorcién visibles de tres pigmentos
carotenoides

Los estudios de espectrog de absorcién contribuyen
enormemente al conocimiento de las férmulas, estructura y
egstabilidad de muchas especles quimicas:; asf como al
establecimiento de las condiciones més favorablea para el
andlisia del mismo.

Es de suponerse que la cantidad de luz absorbida por una
proporcién fija de la especie absorbente dependerd del ndmero
de moléculas de la misma.

Consideremos el diagrama de la figura § en el que sea
muegtra un casgso hipotético en el cual un haz de luz
monocromidtica incide sobre una celda llena c¢on una solucién
transparente que contiene una sustancia absorbente. Si 100

fotones de radiacion penetran en la solucién y adélo emergen
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30 al - otro lado, decimos que la transmitancia de la solucién

es de 0.5,
-
. L} L] L L] L]
Po = 100 fotones P = 50 fotones
L] ® ® L] [ ] L]
Haz monocronktico 70.5 « 5008
L L] * L] L] [ ]

Fig. 9. Fundamento de la Ley de Lambert—Beer.

La potencia radiante, Po, ¢que cruza la muestra, es
reducida en intensidad. La potencia emergante, P, es medida
con objeto de estimar la magnitud de la reduccién debida a la
abgorcidén. Por lo tanto, la trasmitancia, T, es el cociente
de la potencia radiante emergente dependiente de la .muestra y
el valor de la potencia radiente incidente que alcanza la
mueBtra. -El porcentaje de transmitancia es aimplemente ‘el

producto de la transmitancia en ralacién al factor 100.

T= (P / Po) X100 (1)
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La absorbancia, A, es el logaritmo base 10 del reciproco

de la tranamitancia.

A=log (1 /T) = log(Po/P) t2)

Rezulta obvio que cuando ge desea determinar
cuantitativamente la concentracion en una solucién midiendo
la cantidad de radiacidén que tranemite, es necesario contar
con alguna relacién de trabajo entre la concentracién en la
golucién y su capacidad de transmicién de radiacién. La Ley

de Lambert-Beer conatituye tal relacién.

1). Ley de Lambert-Beer. Beer postuld que la reduccién de
energfa radiante de un haz de radiacién monocromdtica es
proporcional a 1la intensidad o potencia del haz y a la

cantidad de sustancia ahsorbente situada en su trayectoria.

abc = log ( Po / P} { 3)

Donde:
a = abgortividad molar
b = longitud de la celda
c = concentracién
P = potencia radiante cmergente

Po= potencia radiante incidente.



La abmortividad, a, se define como:
a=AHh/ be (4)

Ea ésta una constante fisica, fundamental para una
eapecie quimica definida a una longitud de onda eapecifica. A
diferencia de la longitud y de la concentracién, no puede ser
cambiada por el experimentador. Tiane las dimengicnes de
litroa/(gramo-centimetro} cuando la longitud interna de
celda, b, se expresa en centimetros: y la concentracién, c,
en gramos/litro. Si las unidades de concentracién s=on
moles/litro, la absortividad recibe el nombre de coeficiente

de abgortividad molar.

* 2. EQUIPOS DE MEDICION DE ABSORCION DE ENERGIA RADIANTE.

Loa espectrofotémetros se han convertido en piezas
fundamentales en loa laboratorios cientificos e industriales
en todo el mundo Yy se encuentran entre los instrumentos
analiticos mda utilizados. En la préctica. proveén datos de
absorcidén, transmisidn e incluso reflexisén de un sinndmero de
sustancias quimicus, informacién esencial para su
caracterizacién cualitativa y cuantitativa.

Aunque el conocimiento completo de los instrumentos
espectrofotométricos no es indispensable para su uso, el
entendimiento bdsico de su disgefio y operacién es muy util

para la obtencidn de datos consistentes y reproducibles.
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Esencialmente, un espectrofotémetro produce una banda
angosta de radiacion egpectral -1llamada radiacién
monocromdtica~ y luego mide el grado de interaccién entre
esta radiacion y una nuestra quimica.

Para lograr ésto, el espectrofotdémetro estd formado por
varios componentes mayores integrados en un. solo sistema,
Como 8se muestra en el diagrama de la figura 10, les
componentes principales incluyen: la fuente de radiacidn, el
monocromador, el detector, el amplificador y el instrumento
de lectura. La union de los tres ultimos forma el sistema
fotométrico. Log egpectrofotémetros también incluyen uni
compartimiento para alojar la muestra y se ubica entre el

monocromadeor y el detector.

E><D@@|Q

1 2 3 4 S 6
1. Fuente luminosa 4. Fotodetector
2. Monocromador 5. Amplificador
3. Compartimiento de muestras 6. Instrumento de lectura

Fig. 10, Componentes b&sicos de un espectrofotdémetro.

El diagrama anterior ilustra una medicién
aspectrofotémetrica tipica. La luz que emana de la fuente
penetra el monocromador., el cual aisla una banda espectral
angosta y la dirige hacia la muestra. Dependiendo del grado

de interaccién (proceso de ahsorcién), parte de la radiacién



68 transmitida al detector sensible a la luz, que la

convierte en una seflal aléctrica proporcional al nivel de.

potencia de radiacién. Esta sefial eléctrica es entonces
amplificada vy registrada por dispogitivos de lectura
apropiados.

El primer componente por mencionar es la fuente
luminosa. En forma ideal, las fuentes deben proveer radiacion
intensa y estable sobre un rango esgpectral d4mplio y con
salida compgrable para toda longitud de onda. Taimbién ‘deben
ser dimensionalmente egtables, de tamafio éptimo, durables y
econdmicas.

La radiacioén emitida por cualquier fuente esta
constituida por un grupe de longitudes de onda. La Ley de
Beer requiere, para su cumplimiento, que las estimaciones
espectrofotométricas se lleven a cabo en presencia de
radiacién monocromdtica. La propiedad de separar entre si las
diferentes longitudes de onda para. subsecuentemente, aislar
de manera selectiva una angesta banda de radiacién, es
atributo del sgistema monocromador. el segundo componente de
la figura.

Un sistema monocromador congta de un minime de dos
piezas:

* Dispersor: aon prismas o rejillas, capaces de separar las
longitudes da onda que integran el haz original sin
au intensidad.

* Serie de ranuras.



Ademds de las ranuras, se encuentran comunmente espejos
Yy lentes cuyas funciones sgon, entre otras, la de aiglar y
dejar pasar hacia la muestra sélo las longitudes de onda de
interés.

En tercer lugar est4 el compartimiento para muestras. En
los equipos m#da sencillos 8délo da cabida a una celda de
dimensiones adecuadas; en equipos méz completcs puede aceptar
varias celdas y permitir el desplazamiento del conjunto a fin
de gituar cada una de éllas en la trayectoria luminosa.
Resulta comiun que exiata un dispositivo mecé&nico que obstruya
el paso de luz hacia el detector en augencia de celdas en el
compartimiento.

Las determinacionos espectrofotomdtricas son, an
egencia, estimacionen sustractivas de potencia radiante: dado
‘un ciertc nivel de potencia emergente, a una cierta longitud
.de onda, 88 puede conocer el monto de la pérdida sufrida por
.abaorcion de la muestra. Esto se logra por la introduccidén de

un cuarto componente: el detector.

Idealmente un detector debe ser capaz de convertir
eficientemente la radiacioén en mefial eléctrica: pero para que
esta funcién sea de utilidad real, debe hacerlo de manera
rapida, sin introducir perturbaciones y, mejor aun, debe
mantener eate comportamiento a través de un amplio intervalo
de longitudes de onda.

Sin embarge., desde &)l punto de vista préactico, es
necesario considerar el efecto neto de la combinacién fuente-

detector dado que la confiabilidad de las medidas depende an
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buena parte de su grado de compatibilidad. Asi entonces, una
correcta eleccién de la fuente, permite compensar las
deficiencias en respuesta que caracteriza a alguncs
detectores. Por tanto, es recomendable que el wusuario ae
familiarice con las posibles combinaciones fuente—detector y
sus cualidades.

Por ejemplo, la combinacién ldmpara de hidrégeno—tubo
fotomultiplicador muestra un buen comportamiento dende
aproximadamente 370 nm a poco menos de 200 nm.

La sefial eléctrica que genera el detector en respuesta a
la radiacioén recibida necesita mer procesada con objeto de
que rinda una informacidén Gtil. El examen espectrocdpico
requiere que s8e produzca una seflal en ausencia de la muestra
y otra en ‘su presencia. Toca al sistema fotométrice realizar
1as operaciones pertinentes para lograr una apreciacién
cuantitativa de la diferencia entre dichas sefiales, ya que
los métodos visuales son muy suceptibles a errores.

Los circuitos electrdénicos més sencillos 86lo pueden
indicar puntos nulos o de balance de corriente valiédndoge de
ingeniosos ordenamientos de vadlvulas, potencidémetros y un
galvandmetro. Las lecturas se toman de las escalas graduadas
integradas a las perillas de operacioén, no existiendo una
clara separacién entre el amplificador y el instrumento de
lectura.

Nuevas técnicas y un mejeramiento continuo de los
circuitos hacen posible contar con galvanémetros graduades

que permiten una lectura directa en unidades de uso comin,
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C.. Validacion
1. CONSIDERACIONES TEORICAS.

a. Definiciodn.

La validacién de un método analitico puede definirse
come el programa cientifico por medio del cual queda
documentada la influencia de las variables fisicas, quimicas,.
cindticasm, instrumentales y aleatorias en su capacidad para

proporcionar resultados analiticos.

b. Importancia.

Los resultadoa que ge obtienen por medio de un método
analitico se encuentran influidos por diferentes factores
tales como: el medio ambiente (temperatura y luz)., el uso de
diferentes reactivos, analistas, laboratories, equipos,
materiales, etc. La validacién tiene por objeto evaluar la
influencia de todaz estas variables en 1la capacidad del
método para medir una propiedad ffsica o quimica de la
muestra en estudio y asi poder emitir un juicio para decidir
8i el método puede © no ser aplicado a una situacién

particular.

c. Determinacion de loz pardmetros de validacion.

El escoger cudles son log puntos para validar un método '

depende de las necesidades del laboratorio, de la aplicacién

que tenga el método, de los requerimientos oficiales y del
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criterio de la persona que lo realiza. Como existen muchas

aplicaciones de o8 métodos, cada uno debe tener un esquema

de validacién particular.
Las categorias de métodos mds comunes que requiersn ser
validados son:

Categorta I. Métodos analiticos para cuantificar 1los
componenteas principales de sustancias a granel o
ingredientes activos on productos farmacéuticos
terminados.

Categoria II. Métodos analiticos para determinar impurezas en
sustancias a granel o compuestos de degradacién en
productos farmacéuticos terminados.

Categoria IIX. Métodos analiticos para determinar
-caracterigticas fisicas. (V. gr. dieolucidén y
liberacién del principio activo}. v

Tabla 4. Datos regueridos para la validacién de métodos
analiticos, ¢x3»

Categoria |Categoria II|Categoria
a b 111

Pardmetro analitico

Precisién

+ + - +

Exactitud + + - b
Limite de deteccidn - - + *
Limite de cuantificacion - + ~ *
Especificidad + + + *
Rango + + * "
Linealidad + + - *
Tolerancia + + + +
a. cuantitativo *. Puede ser requerido

b. Pruebas limite dependiendo de la

+. Necesario naturaleza de la prueba

-. No necesario especifica.
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Atendiendo a 1o anterior y dada 1a importancia de la
determinacién, se pueden proponer los experimentos que se
hardn para documentar de una manera apropiada la validacién
de un método.

Uno debe preguntarse ¢{a qué estd destinado el método?
iqué se pretende determinar con é1? ¢bajo qué condiciones se
va a efactuar la determinacisén? {sobre qué forma
farmacéutica? o ¢qué componentes de la forma farmacéutica
podrian afectar la determinacién?. La respuesta a cada una de
estas preguntas dard el margen para diseflar el protocolo de
validacion.

Los métodoa no 8élo son utilizados para determinar
pPrincipios actives o durante el proceso de produccidén de un
medicamento, sino que muchas veces agon utilizados para
egtudios de preformulacion, estabilidad, egtudios
biofarmacéuticos, etc.

Asi, para estudiog de estabilidad es necesario contar

con métodoa easpecificos; y para estudios biofarmacéuticos se

necesitan métodos selectivos para fdrmacos y metabolitos en

fluidos bioldgicos.

En nuestro caso, el método para determinar Rifampicina
en capsulas es utilizado para fines de control de calidad,
para evaluar el grado de mezclado de Rifampicina con
excipientes en producto a granel, determinacion de
uniformidad de contenido y valoracién de cdpsulas en producto
terminado; por‘lo que loa pardmetroe que fueron seleccionados

para su validacién son: exactitud, precisién (repetibilidad y



reproducibilidad), linealidad (del método vy del ai‘atema de
medicidn). especificidad ante excipientes y tolerancia de la
muestra {(estabilidad de la misma).

Al finalizar wuna validacién me obtienan conclusionea de
. cémo gerd ugado el método, Dbajo qué circunstancias
funcionard, para qué tipo de muestras y qué variables habrd
que contrelar; es decir, se deben datectar todas las fuentes
de varijacisn que existan durante la realizacién del método

para tratar de controlarlas al maximo.

d. Definicién de los pardmetros de validacién.

1). Exactitud. La exactitud de un métcdo analitico ea 1la
concordancia entre los valores obtenidos experimentalmente y
el valor de referencia. Se expresa como el porcentaje de
.recobro -~btenido del andlisis de muesatras a las que e les h&
adicionado cantidades conocidas de una sustancia. Las
condiciones en las que el experimento debe efectuarse deben
ger controladas; esto es: misma muestra, mismo analiata,

mismos instrumentos., etc.

2). Precisién. La precisién de un método analitico es el
grado de conéordancia entre resultados analiticos
individuales cuando el procedimiento se aplica repetidamente
a diferentes muestreos de una mezcla homogenea del producto.
Las mediciones de la precigion deben calificarase en términos
de suas dog fuentes de variacién que son repetibilidad vy

reproducibilidad.
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a). Repetibilidad. Ee la precision de un método analttico

expresada como la concordancia obtenida entre determinaciones

independientes realizadas bajo las mismas condiciones

(analista, aparato, laboratorio, tiempo, etc.).

b). Reproducibilidad. Es la precisién de un método analiftico
expresada como la concordancia obtenida entre determinaciones
independientes realizadas bajo condiciones diferentes

(analistas, dfas, squipo, laboratorio, etc.).

3). Linealidad. La linealidad de un método analfitice es su
habilidad para asegurar que los resultados —los cuales pueden
ger obtenidos directamente o por medio de una transformacidén
matematica bien definida- son proporcionales a la
concentracién de la sustancia dentro de un intervalo
determinado. También puede definirse como una relacion que se
establece mediante una 1lfinea recta entre una propiedad
medible (cantidad de fdrmaco recuperado) y el valor real de
la propiedad (cantidad adicionada).

Cuando se determina la linealidad se obtiene el rango
analitico de 1la determinacidén, el cual indica la mazs alta y
la mas baja concentracion de la sustancia a ser determinada.

Es importante que el gistema de medicién tenga
linealidad; es decir, que sea capaz de obtener respuesta
proporcional a la cantidad de sustancia introducida para su
determinacién. Por esta razdn. dentro de la validacion de un

método analitico, se investiga la linealidad del gsigtema y a
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veces también la precisién, pues por medio de estos
parametros se obtiene la informacidén concerniente a la
calibracién del equipo., La calibracién y la validacién del
gistema de medicién es de suma importancia, ya qus ello
asegura que laa variaciones que 8se obtendrdan en los
resultados serdn debidas unicamente a variables del método y

no del equipo.

4). Especificidad. Es la habilidad de un método analitico
para obtener una respuesta debida Unicamente a la sustancia
de interés y no a otros componentes de la muestra.

La especificidad de un método analfitico puede dividirse
como sigue:
a). Especilicidad ante excipientes. Capacidad del método para
-obtener respuesta del principio activo y no de otro

componente de la formulacidn.

b). Especificidad ante productos de degradacién. Capacidad
del método para obtener respuesta del pgincipio activo y no

del producto o productos de degradacién.

5). Estabilidad de la muestra. Es la propiedad de una muestra
preparada para =su cuantificacién, de conservar su integridad
tisicoquimica y 1la concentracién de la sustancia de interés,
deapuds da. almacenarge durante un tiempo determinade bajo

condiciones especificas.
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e. Forma de evaluacion de los pardmetros de validacion.

1). Exactitud al 100 %, Se determina de cuando menos seis
placebos cargados de manera independiente con la cantidad
necesaria de la sustancia de interés para obtener la
concentracién del 100 %, utilizando el método propuesto,
haciendo el andliamis bajo las mismas condiciones de aperacion

f por el mismo analista.

2). Precisidn (repetibilidad). Analizar geis muestras
preparadas por adicidén de la sustancia de interés en 80 %,
100 % y 120 % de la concentracion de la muestra a placebos

del producto.

3). Precision (reproducibilidad). Se determina de una muestra
homogenea del producto cercana al 100 % de la concentracidn
tedrica. Debe ser determinada por lo menos por dos analistas
en dog diferentes dfas, tres determinaciones por analista
para dar un total de 12 resultados. Sin embargo, es posible
estudiar la reproducibilidad del! método con otras variables
tales como equipo, laboratorio, etc., dependiendo del

criterio de la persona que eagtd validando.

4). Linealidad del método. Se determina a partir de placebos
adicionados de. cuando menos, tres diferentes cantidades de
la sustancia de interés (placebos cargados), cada uno de

manera independiente, haciendo los andlisis por triplicado.
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Las concentraciones de loa placebos cargados dgben ser
lags adecuadas para que, utilizando el método propuesto, las
concentraciones de las soluciones finales a analizar estén
dentro del intervalo de la linea{idad del sistema, incluyendo
giempre la correspondiente al 100 %.

La amplitud del estudio dependerd del uso y aplicaciones
de]l método (control de calidad o estabilidad) y dekerd
llevarse a cabo por un mismo analista en las mismas

condiciones de operacién,

5). Linezlidad del sistema. Se determina construyendo una
curva de calibracién (concentracién wvs. respuesta medida)
utilizando cuando menos cinco diluciones preparadas a partir
de una 8olucion patrén y haciendo andlisis cuando menoa por
duplicado para cada dilucién,

El intervale entre las concentraciones a analizar
dependerd del propésito del método. para control de calidad o
para estabilidad de un fdrmaco en una forma farmacéutica.
Deberd estar incluida la concentracién seleccionada como

100 %.

6). Precizion del sistema. Se determina por el andlisis
gextuplicado de una misma s8solucién estdndar correspondiente

al 100 % establecido en la linealidad del sistema.

.34



7). Especificidad del método:

a). Especificidad ante excipientes, Analizar loas placebos del
producto con el método propuesto e identificar la respuesta
del(log) activo(s). excipilentes y otras sustancias pregentes.
Para este caso es de gran utilidad el uso de los espectros

electromagnéticos.

b). Especificidad ante productos de degradacidn:

1.~ Exponer las muestras por analizar a condiciones
degradativas con el objeto de forzar su descomposicién y
analizarlas con el método.

2.~ Checar la aparicién de sustancias relacionadas (productos
de degradacién) utilizando técnicas cromatogrdficas,

3.- En cagso de contar con los poeibles productos de
degradacion, se preparan muestraa con placebo y la suatancia
de interés y se analizan con el método.

4.- Verificar que cada producto de degradacion puede 8er
geparado de la sustancia de interés por medio del método.

5.,- 81 1lo anterior no ocurre, calcular el porcentaje de

interferencia.

8). Estabilidad de la muestra. Se determina mediante la
comparacicn de losg resultados del andlisis iniciales de tres
muestras con los obtenidos de las mismas después de
permanecer por un tiempo determinado en diferentes

condiciones.
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Almacenar las muestras analizadas bajo diferentes

condiciones (por ajemplo: temperatura ambiente,

refrigeracioén. protegidas de la luz, etc.) durante un tiempo
preaestablecido por el analista dependiendo de las propiedades
figicoquimicas de la sustancia. Reanalizarlas bajo las mismas
condiciones de operacién, utilizando una solucidén de
refersncia recientemente preparada para cada tiempo. de
acuerdo a lo establecido en el método analitico. La

determinacién debe smer efectuada por el mismo analista.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la industria farmacéutica aun no se encuentran
validadoa todos los métodos que son empleados en el control
de calidad de loz productos. Sin embargo. en la produccién de
un medicamento, por razones econémicas y de regulacién
sanitaria, es necesario contar con métodos analiticos
validados que. de manera sencilla, proporcionen resultados
confiables, seguros y reproducibles. Por esta razén se
validard un método espectrofotomdtrico para cuantificar
Rifampicina en cdpsulas. Dicho método es utilizado en el 4rea
de control de calidad para evaluar el grado de mezclado de
Rifampicina con 1los excipientes en productos a granel,
determinacién de uniformidad de contenido y valoracion de
cdpaulas como producto terminado durante la <fabricacidn de

c4dpaulas de Rifampicina.
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a. Objetivo general.
Establecer evidencia documentada de la validez del
método analitico para determinar Rifampicina en cdpsulas por

espectrofotometria.

b. Objetivo especifico.

. Determinar: especificidad, exactitud, estabilidad de 1la
mueatra, linealidad del sistema, linealidad del métedo y
precigién (repetibilidad y reproducibilidad), mediante el
diseflo de una metodologia que permita concluir ai el método

tiene la capacidad de proporciocnar resultados confiables,
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IV. HIPOTESIS.

Si el método espectrofotométricp para la cuantificacidén
de Rifampicina en cdpsulas resulta ser preciso, lineal,
reproducible, exacto Y especifico, entonces podré&
congiderarse como vdlido para ager empleado en pruebas de
rutina en el 4rea de control de calidad con un alto grado de

confiabilidad.
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V. MATERIAL Y METODOS.
A. Antecedentes del método

1. PROCESO DE PRODUCCION DE CAPSULAS DE RIFAMPICINA *.

El presente trabajo se enfocéd a capsulas de Rifampicina
por lo cual s=me incluyé el siguiente predmbulo con la
finalidad de conocer excipiantea.' equipo y precauciones
usadas durante el proceso de produccién, ya ques es de
importancia en el disefio del esquema de validacidén y permitis

visualizar en quéd etapas tiene aplicacion el método validado.

a. Formulacién unitaria.
Las c4psulas de Rifampicina , de acuerde a 1la orden
maestra de fabricacién tienen 1la siguiente formulacion

unitaria.

Tabla 5. Formulacién unitaria de las cdpsulams de Rifampicina,
Materia prima Cantidad Unidad
Rifampicina 300.00 mg
Almidén de maiz 162.00 mg
Lactosa USP | 40.00 mg
Lauril sulfato de sodio 5.00 my
Estearato de magnesio 3.00 mg

* Esta informacién fué proporcionada por Laboratorios Euromex
S.A, de C. V.,
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b. Equipo de fabricacion.
Durante el procego de fabricacién de las cdpsulas se
utiliza el siguiente equipo:
1.~ Tamiz No. 22
2.- Mezclador romboidal de 240 Kg. de capacidad
3.- Horno de 240 Kg. de capacidad
4,- Mdquina llenadora de capsulas

5.— Charolas y contenedores de plastice

¢. Precauciones.

Todo el proceso de fabricacidén ge conduce de acuerdo a
las buenas prédcticas de manufactura farmacéutica,
cbservindose particularmente las siguientes:
1.~ Antes de iniciar la fabricacién, un supervisor del &rea
de control de calidad verifica 1l1a 1limpieza del drea de
trabajo y del equipo emplsado en la produccidén.
2.~ Todo el personal que interviene en la fabricacién usa:
uniforme de trabajo, guantes. cofia, cubreboca, y =zapatos
adecuados.

3.— Durante todo el proceso se protege al producto de la
luz °, y por 1lo mismo, el area de trabajo se encuentra

disefiada para este propdsito.

@ Dabe protegerse el producto de la luz porgue la Rifampicina
@5 lotosensible,




d, Procedimiento de fabricacion.

1.- En el horno de charolas, se seca el almidén de maiz y
lactosa durante 14 horas a una temperatura de 60°C.

2.—- Se pesa y tamiza por malla numero 22: Rifampicina,
almidén de maiz. lactosa, laurilasulfato de sodio y estearato
de magnesio y se mezcla durante 40 minutos.

3.~ Se informa al departamento de control de calidad para la
toma de muestra, para que éste evalie el grado de mezclado de
Rifampicina con los excipientea.

4.- Aprobada la mezcla, se llenan cépsulas de gelatina dura
del numero cero al peso calculado aegun la valoracién del
antibidtico.

5.~ Duranta el proceso de llenado el operador lleva graficas
con los controlea de peso de las cépsulas llenas.

6.— Se informa al departamento de control de calidad para la
toma de muestra del producto a granel para efectuar la
valoracién de laa cdpsulas,

7.- Una vez aprobade el producto a granel se procede al

acondicionamiento del mismo.

e. Andlisis a producto terminade.
Una vez obtenjido el producto terminado, es necesario que
cumpla con las especificaciones y requerimientos de calidad

siguientes:
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Tabla 6. Especificaciones de calidad de cdpsulas de

Ritfmg}cina

Requerimientos Especificaciones
1. Descripcién C4psulas de gelatina dura del
numere cero conteniendo polvo
rojo, libre de materia extrafia.
2. Identidad:
Infrarrojo Positiva
Ultravioleta Positiva
Cromatogrdfica Pogitiva
3. Desintegracién No mas de 30 minutos

4, Uniformidad de contenido

90.0 % - 110.0 %

5., Perdida por secado No mas de 3.0 % de humedad
6. Suatancias relacionadas Pasa la prueba
7. Valoracién
Microbiolégica 90.0 % - 130.0 % =
Quimica 95.5 % -~ 107.5 % <=
@ Farmacopea Nacional de los Estados Unidos Mexicanos. 5a
edicidén, Secretaria de Salud.. Mexico, 1989. p 1493,
* The British Pharmacopoeia Vol II. London, Her majestic'sa
stationery office. Ireland, England, 1988. p 645.
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B._Recurses fieigos.

1. MATERIAL

15 Matraz volumétrico de 100 ml Pyrex

5 Vaso precipitado 100 ml

(3]

Pipeta volumétrica 2 ml

LM

Probeta graduada 100 ml
10 Embude filtracion talle

-

Pigeta

(L]

Soporte universal

[

Bolsa polietileno

Papel aluminio

Pipeta volumétrica 1 ml
Pipeta veolumétrica 3 ml
Pipeta volumétrica 4 ml

Pipeta volumétrica 5 ml

PN N NN

2. EQUIPO

Pyrex
Pyrex
Pyrex

corto

Pyrex
Pyrex
Pyrex
Pyrex

Matraz aforado 200 m] Pyrex

Pyrex

Balanza analitica Fisher Scientific XA

Estufa Precisién Thelco model 10

Egpectrofotémetro Bush &8mb Modelo Spectronic 2000

Equipo tamizador Ro — Tap
Malla No 20

Potencidémetro Modelo Conductronic pH 20
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3. REACTIVOS
Acido clorhidrico R.A. J.T. Baker
Cloroformo reactivo "Baker Analized"
Foafdto disdédico R.A. .JT Baker
Fosfdto monoasdico R.A. J.T. Baker

Metanol absoluto reactivo “Baker analized®

4. ESTANDARES
Rifampicina USP. Raference standard USPC Inc.

5. MATERIAS PRIMAS
Ritampicina USP
Almidén de maiz FEUM
Lactosa FEUM
Lauril sulfato de sodio USP

Estearato de magnesio USP



C. Procedimiento.
1. METODO GENERAL EMPLEADO PARA CUANTIFICAR RIFAMPICINA EN
CAPSULAS.
1.- Se mezcld el contenido de 10 cdpsulas o ge utilizé la
mezcia de polves del producto a granel para pesar el
equivalente a 100 mg de Rifampicina.
2.~ Se transfiri¢ & un matraz volumétrico de 100 ml cubierto
previamente con papel aluminio y me di=solvié con ayuda de 30
ml de metanol, se aforé con el mismo disolvente, se agitd y
se filtro utilizando papel whatman No. 4., descartando los
primeros 5 ml.
3.~ Del filtrado s8e tomé una alicuota de 2.0 ml y sme
trangfirié a un segundo matraz volumétrico de 100 ml, el cual
Be aford con solucidén reguladora de fosfatos pH 7.4
4,~ Se determind la absorbancia de esta solucién a una
longitud de onda de 475 nm, utilizando como blanco la
golucién reguladora de fosfatos pH 7.4
5.~ Se determind la concentracién de la solucién anterior por
comparacidén de la absorbancia obtenida por una solucidn

egtdndar de Rifampicina de concentracién conocida.

a. Preparacion dei estandar de Rifampicina.

Se disolvieé aproximadamente 100 mg de Rifampicina
estdndar en 30 ml de metanol absoluto., 1llevdndose a un
volumen de 100 ml y se mezcld. Se tomd una parte alicuota de
2 ml , transfiridndose a un matraz volumétrico de 100 ml y se

llevé al volumen con solucién reguladora de fosfatos pH 7.4.
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b. Preparacion de la solucion reguladora de fosfatos pi 7.4 .

Se disolvieron 2.38 g de fosfato diséedico y 0.19 g d=
fosfato monosddico en 100 ml de agua, afordndose la solucion
a 1 litro. Se ajustse el pH utilizande d&cido clorhidrico

concentrado.

2. VALIDACION DEL METODO

a. Linealidad del siatema

1). Solucién patrén. Se pesd aproximadamente 133.32 mg de
Rifampicina estdndar y se colocd en un matraz aforado de 200
ml, se disolvid con metancl absoluto y se llevé al volumen

con el mismo disolvente.

2). De la solucion anterior se tomaron por duplicado partes
alicuotas (indicadas en 1la tabla 7) y se colocaron en
matraces aforados de 100 ml, llevando al volumen con solucién

reguladora de fosfatos pH 7.4.

Tabla 7. Diluciones de la golucién patrén
Porcentaje Volumenesa Concentracién Resultados
£ ml ug/ml

33.33 1 6.66 Y11 Y12
66.66 2 13.33 Y21 Y22
100.00 3 20.00 Y31 Y3z
133.33 4 26.66 Y41 Yaz
166.65 5 33.33 ¥S51 Y52
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3). Se continué con el paso (4) del método generasl para
obtener las lecturas de las soluciones.

En este caso los porcentajes de la concentracién no son
exactamente 50, 80, 100, 120y 150 por ciento, sin embargo
conservan su proporcionalidad con respecto al volumen ¥
concentracién, que deben permanecer condtantes para evaluar
sé6lo la respuesta del equipo a la concentracién que se le
introdujo.

b. Precisién del sistema.

1.- Se pesé 100 mg de Rifampicina USP estédndar y se
disolvieron con metanol llevande a un volumen de 100 ml.

2.- De 1la solucién anterior se tomaron por gextuplicado,
alicuotas de 2 ml las cuales fueron llevadas a un volumen de
‘100 ml con solucién reguladora pH = 7.4,

3.— Se continud con el paso (4) del método general para

obtener las lecturas de las soluciones.

c. Exactitud del método al 100.00 %

1) Preparacién del placebo.

Tabla 8. Compeogicidén del placebo de cdpsulas de Rifampicina.

ExXcipientes Cantidades (g}
/cépsula~
Alnidén de maiz 324.0
Lactosa USP 80.0
Lauril sulfato sédico 10.0
Estearato de magnesio 6.0

El peso de una cdpsula con 100 mg de
Rifampicina ea de 530 mg

© 48



1.— Se secé el‘u)mden de maiz y lactosa en horno de charolas
durante 14 horas a una témparaturu de 60°C, por separado.

2.~ Se tamizd por malla numerc 20 almidon de maiz y lactosa.
3.- Se mezcld almiddén de maiz y lactos. tamizades con lauril
sulfato de sgodio y estearato de magnesio durante 40 minutos,
usando una bolsa de polietileno similando un mezclador

romboidal.

2) Determinacion.

1.- Se pesd por duplicado las cantidades de Rifampicina USP
indicadas en' la tabla 9, de manera independiente.

2.~ Se agregd a cada muestra 410 mg del placebo.

3.- Se analizé cada muestra de acuerdo al método general.

Tabla 9. Cantidad de Rifampicina pesada.

Muestra No.| Cantidad adicionada| Cantidad porciento
de Rifampicina USP.} recuperada recuperado

1 100 mg X11 X12 X1

2 100 mg X21 X22 X2

3 100 mg X311 X32 X3

4 100 ma X41 X42 X4

5 100 mg X351 X52 X5

d. Precision del método (repetibilidad).

1.~ Se pes¢ por dquintuplicado lasg cantidades de Rifampicina
USP indicadas en la tabla 10, de manera independiente.

2.~ Se agregd a cada muestra 410 mg del placebo.

3.~ Se analizaron de acuerdo al métwodo general.



Tabla 10. Cantidades pesadas en repetibilidad.
Nivel{Cantidad adicionada Cantidad recuperada }Porciento
% mg mg recuperado
80 80 Y11 Y12 Y13 Y14 Y15 Y31
100 100 Y21 Y22 Y23 Y24 Y25 Y2
120 120 Y31 Y32 Y33 Y34 Y35 Y3

a. Precisién del método (reproducibilidad).

Como este parédmetro se eavalllia en una mezcla homogenea,
ge fabricé un lote piloto de cédpsulas de Rifampicina y se
tomé una muestra del mezclado de polves para realizar lo
siguiente:

Se efecturon 12 determinaciones pesando 0.51 5 de la
muestra y se analizaron de acuerdo al método general por dos
analistas en dos dias diferentes por triplicado (ver tabla
11). )

Tabla 11. Esquema para evaluacién del método

Reproducibilidad,
Dia 1 Dia 2
Y11l Y211
Analista 1 Y112 Y212
Y113 Y213
Y12l Y221
Analista 2 y122 Y222
Y123 Y223
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f. Linealidad del método.

1.~ Se pesaron por triplicado aproximadamente las cantidades .
de Rifampicina que se indican en la tabla 12, de manera
independiente.

2.- Se agregé a cada muaestra 410 mg de placebo.

3.- Se analizaron de acuerdo al método general para obtener

las cantidades recuperadas correspondientes

Tabla 12. Esquema para evaluacidén de linealidad del método.
Rifampicina Rifampicina Cantidad recuperada |Porcentalje
%

mg mg recuperado
50 50 Y11 Yiz Y13 Y1
80 ao Y21 Y22 Y23 Y2
100 100 Y3l Y3z Y33 Y3
120 120 Y41 Y42 Y43 Y4
150 150 ¥51 Y52 Y53 Y5

g. Egpecificidad.

1) Especificidad ante excipientes.

1.— Se obtuvo el espectro de absorcién de un estédndar de 100
mg de Rifampicina USP, tratado de acuerdo al método
propuesto.

2.~ Se obtuvo el espectro de absorcién (zona visible) de 410
mg del placebo tratado de acuerdo al método propuesto y se

compard con el obtenido en el punto anterior.



h. Estabilidad de la muestra.

1) Condiciones de almacenamiento.
Las nuestras se sometieron
la temperatura ambiente,

a la accién de 1la luz ¥y otras
papel aluminio.

2) Procedimiento.

1.—- Se

pegaron tres muestras de

Rifampicina USP.

a gstabilidaq

protegidas de

ante la luz a

para lo cual se sometieron muestras

la misma con

aproximadamente 100 mg de

2.— Se pesaron tres muestras de 410 mg de placebo.

3.—- Se mezcldé cada mueatra de Rifampicina con el placebo y se

analizarcen de acuerdo al método general

4.—- Se colocaron tres

muestras a

temperatura

ambiente

protegiéndolas de la luz y tres no protegidas (ver tabla 13).

5.~ Se midi¢ la absorbancia de las tres muestras a cada hora,

durante un intervalc de
las gegundas,
andligis.

6.— Se

corrié una placa

cromatografica

protegida y otra para la no protegida.

para

dos horas lasg primeras y a una hora

utilizando un nuevo estéandar a cada tiempo del

la muestra

Tabla 13. Protocolo para la estabilidad de la muestra.
Muestra{Abs.inicialjAbs. 1 hora JAbs. 2 horas [Abs. 1 hora
protegida protegida no protegida
1 Y1 Y4 Y7 Y10
2 Y2 Y5 Y8 Y11
3 Y3 Y6 Y9 Yiz
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Cromatografia.
Fu;e mévil: clorotormo;matanol (85 : 15)
Fagse estacionaria: soporte: gel de silice preparada con
solucién reguladora de citrofosfato pH 6.0
Método: aplicar en carriles separadas 100 microlitros de la
muestra protegida, no protegida y estandar. Dejar que la
fage mévil ascienda 12 cm gobre la linea de aplicacién y

observar.



VI. RESULTAROS

Ao Linealidad del siatema

Tabla 14, absorbancia de cinco diluciones de una solucién

patrén de Rifampicina USP estdndar.
Porcentaje{Volumenes|Concentraciones{ Resultades [Promedio
ml ug/ml
33.33 im} 6.66 0,111 0.112 0.1115
66.60 2 13.32 0.223 0.222 0.2225
99.90 3 19.98 0.334 0.334 0.3340
133.20 4 26.64 0.445 0.444 0.4445
166.65 3 33.33 0.556 0.556 0.5560

Grafica 1. Curva egtédndar de Rifampicina USP. donde ge
repreaenta la abgorbancia en funcion de diferentes

1.0‘4]~

Absarbancia
a7

0.6 -4

Q.5
0.4
0.3

0.2

0.1

concentraciones.

Concentraci

10 15 20

&n  { ug/w) )

0

as

<+



+ 55

r = 0.999999189
r? = 0.999998378

= 0.016666659
b = 0.000600135
CV = 0.52973

El aistema se considera lineal debido a que cumple con

lo ostablecido en loas criterios estadisticos de aceptacidén *

T Las f£é4rmulas utilizadas para la obtencidn de los resultados
asi como los criterios de aceptacién para ceda pardmetro de
validacidn se encuentran en 2l aneko A.



B. precision del gistema.

Tabla 15. Absorbancias obtenidaa de .
seis muestras de una solucidn
estdndar al 100.00 %.

Muestra Absorbancia

0.382

oubwNE
o
w
@
(=3

DE = 0.00110554
X = 0.38066667
CV = 0,29042252 %

El sistema tiene precisién pues el coeficiente de

variacién (CV) resulté ger menor a 1.5 %.



€. Exactitud al 100,00 %

Tabla 15. Porcentaje de recuperacién de placebos de

Rifampicina cargados al 100.00 %.

Cantidad Cantidad Porcentaje

adicionada recuperada recuperado
(g (g) (%)
0.1064 0.1051 98.78
0.1009 0.1042 103.27
0.1044 0.1044 100.00
0.1063 0.1053 $9.06
0.0999 0.099% 99.60
0.1019 6.1018 99.90
0.10312 0.1013 100.10
0.1015 0.1005 99.01
0.1026 0.1025 99.90
0.1086 0.10835 99.91

1, EVALUACION ESTADISTICA DE LA EXACTITUD DEL METODO.
X % = 99.953
DE « 1.192518763
cv = 1.19307951
Ic = ( 99.585 - 100.321)
a. Prueba de contraste de hipotesis t—atudent.
Ho :+ u = 100.00 %
Ha : u = 100.00 %
t cale = - 0.09709
t tab = 22.57
Area de aceptacion de Ho : (t a/2 = -2.57 -~ t l-a/2 = 2.57)

a = 0.05 %

El método ge considera exacto al 100.00 %, pues cumple

con los criteriocs de aceptacidén correspondientes.



D. _Precinmidn ( repetibilidad )

Tabla 17. Porcentaje de recuperacién de placebos cargados a

diferentes niveles con Rifampicina USP,
Nivel Cantidad Cantidad porciento
adicionada|{recuperada|recuperado
% (g) (g} %

0.0828 0.0812Q 98.07

¢.0817 0.08093 99.06

80.00 0.0808 0.08093 100.16
0.0800 0.08093 101.16

0.0818 0.07986 97.63

0.1005 0.09969 99.19.

0.1015 0.10210 100.59

100.00 0.1084 0.10854 100.13
0.1064 0.10157 95.46

0.1070 0.11390 106 .45

0.1209 0.11870 98.18

0.1217 0.11970 98.36

120.00 0.1218 0.11490 94.33
0.1210 0.11870 98.10

0.1211 0.12030 99.34

1. Evaluacién estadistica de la precigién del método.

Xi
DE
cv

a. Prueba de contraste

Ho
Ha
gl

% = 99.080666700

= 2.637558138

= 2.662031077

de hipétesis Xiz

: 2.0%
: 2.0%
= 9.0

= 0.05%

Xi* cale = 13.15

Xir* tab = 16.919

Area de aceptacién de Ho:

( Xtcalc s X*tab )
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Tabla 18. Porcentaje de
lote piloto de

recobro de muestras de un

cdpsulas de Rifampicina obtenidos
por dog analistus en dos dias diferentes.
Dia 1 Dia 2
$9.30 98.90
Analista 1 99.40 100.19
99.02 100.73
$8.94 99.31
Analista 2 100.43 101.03
103.68 100.09

1. Evolucidén estadistica de la reprcducibilidad.

X %
DE
cv

- 10

0,085
1.287720855

1.286627222

a. Prueba de contraste de hipsétesis F.

Ho :
Ha :

ul =

ul =

u2

uz2

Tabla 19. Resultados del andlisis de varianza de los datos de

reproducibilidad.
Fuente Grados de Suma de Media de F caic Ftab
libertad cuadradoa| cuadrados a = 0.05
Analista 1 0.07009 0.07009 2.9812 161.40
Dia 1 0.4962 0.4962 2.1105 161.40
Anal-dia 1 0.2351 0.2351 0.03560 5.32
Error 2] 33.5532 4.1941

Debido a que el

que Ftab,

se admite la hipétesis nula:

CY es menor al 3.0 % y Fcalc o8 menor

lo cual indica que no

hay efecto obaservable en la variable de regpuesta (porcentaje
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de recuperacion)

Considerdndose,

por diferente

consecuentemente,

analista en diferente dia.

al método como preciso.
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Tabla 20. Cantidad recuperada de placebos de Rifampicina

F. Linealad odo

cargados en niveles de 50, 80, 100, 120 y 150 %.
Nivel |Cantidad adicionada |Cantidad recuperada
% (g) (g
0.0503 0.0501
0.0537 0.0530
50,00 0.0495 0.0487
0.0593 0.0373
0.0509 0.0503
0.0509 0.0503
80.00 G.081% 0.0809
0.0789 0.0771
0.0800 0.0804
0.1088 0.1082
0.1004 0.0977
100.00 0.1029 0.1002
0.1080 0.1061
0.1034 0.0919
0.1221 0.1187
. 0.1208 0.1187
120.00 0.1222 0.1189
0.1216 0.1206
0.1224 0.1200
0.1514 0.1415
0.1514 0.1508
150.00 0.1505 0.1511
0.1302 0.1511
0.1509 0.1471

1. EVALUACION ESTADISTICA DE LA LINEALIDAD DEL METODO.
a. Cantidad adicionada vs cantidad recuperada.

m
b
r
rl
cv
R

0.973445
7.9688 * (10E-4)
0.996431
0.992875
1.1509463

98.74
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b. Prueba estadistica de contraste de hipétesis para 1la

pendiente t—student.

Ho H m =1
Ha : m = 1
a = 0.05
t tab = 2,069
t calc = 1.464123
Area de aceptacidn de Ho : (t a/2 = —2,069 =~ t a/2 = 2,069)

c, Pruseba estadistica de contrasts de hipdétesie para la

ordenada al origen t-gtudent.

Ho B a =20
Ha : a=0
. a = 0.05
t tab = 2.069
t calc = 1.898
Area de aceptacion de Ho : (t a/2 = -2,069 —— t a/2 = 2.069)

El método s8e considera lineal, pues el andlisis estadistico
demostré que la pendiente puede considerarse como 1 (uno) y
la ordenada al origen puede considerarse como cero. Ademds
los pardmetros del punto “~a' cumplen con los criterios

estadisticos de acseptacion.



9. Egpecificidad del método,’
Absorbancia
200 Léngitud de onda - nm 600
Fig 11, Espectro de absorcién de un estdndar de
Rifampicina USP Cone. 20.0 ug/ml en solucidn
reguladora de foasfatos pH. 7.4
Absorbancia
200 Longitud de onda 650

Fig 12. Espectro de absorcidén en un placebo en solucidn
reguladora de fosfatos pH 7.4 (zona visible).



Tabla 21. Abgorbancia
integran la formulacién de las cépsulas

Ri

de loa excipientes

fampicina. tratados de acuardo al método genera

que
de

No de mueatra

Absorbancia a 475 nm

Khwne=

Eeté&ndar Rifompicina

0.001
0.002
0.000
0.003
0.002
0.380




H. Estabilidad de la muestra,

Tabla 22. Absorbancias obtenidas para soluciones gometidas a
estahilidad. .

Muestra {Abs Inicial |Aba 1 hora [Abs 2 horas |Abs 1 hora
. protegida protegida no protegida
1 0.376 0.376 0.376 0.360
2 0.377 0.378 0.378 0.350
a3 0.386 0.381 0.380 0.342
Estédndar 0.376 0.375 0.378 0.374

Tabla 23. Porcentaje de recobro de soluciones de Rifampicina

so_rggtidaa a astabilidad.
Muestra |Abs Inicial {Abs 1 hora |Abs 2 horas |Abs 1 hora
protegida protegida no protegida
1 99.40 99.37 99.37 95.09
2 99.67 95.90 99.89 92.47
3 100.56 99.23 98.96 89.83
Tabla 24. Intervalos de confianza para muegtras de
Rifampicina sometidas a estabilidad
Condicion ic Conclusioén
Temperatura ambiente| -1,1497 -~ Q.3965 81 es estable
1 hora, protegida
Temperatura ambiente| -1,3124 ~- 0.3724 Si es estable
2 horas, protegida
Temperatura ambiente|{ -4.4453 -- ~10.3878 No es estable

1 hora,., no protegida
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Tabla 25. Factor I para diferentes condiciones de
almacenamiento de muestras de Rifampicina sometidas

a estabilidad.

Condicion 1 Conclusidn
Temperatura ambiente 99.62 Si es estable
1 hora, protegida

Temperatura ambiente 99.52 Si es estable
2 horas, protegida

Temperatura ambiente 92.58

1 hora, no protegida

No es estable

Figura 13. Placa cromatogrdfica obtenida en el estudio de
estabilidad de muestras de Rifampicina después de una hora
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Frente del solvente
hMuestra no protegida
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Figura 14. Placa cromatogréfica obtenida en el estudio de
estabilidad de muestras de Rifampicina después de dos horas
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Los resultados obtenidos en el estudio de validacisn
para el método de cuantificacién de Rifampicina en cdpsulas
permitieron visualizar que los datos analiticos obtenidos por
medio de esta metodologia de trabajo son confiables, ya que
presentan exactitud, precigidn, repetibilidad,
reproducibilidad, especificidad ante excipientes Yy
eatabilidad de las muestras.

De lo anterior se deriva que este método 1 puede ser
empleado en el 4rea de control de calidad para verificar el
proceso de produccidén de cépsulas de Rifampicina, tanto en
fase de granel como en producto terminado.

El método presenta ventajas tales come rapidez,
sencillez y bajo costo; sin emb&rgo. una de sus desventaljas
es que no da idea de la potencia de la Rifampicina, ya que
g6lo proporciona resultados con respecto a la concentracion
de ésta en una muestra y no hay forma de establecer una
correlacién entre la concentracioén de Rifampicina en
cdpsulas, calculada por via espectrofotométrica, y 1la
potencia microbiologica, puesto que en la validacién no es
posible establecer una comparacioén de métodos microbiologicos
con métodos de tipo quimico.

Para el caso presente, la parte croméfora de la molécula
de Rifampicina ~la cual es la base para su determinacidén
espectrofotométrica a4 una longitud de onda de 475 nm— puede

absorber luz y no necesariamente tener actividad bioldgica,



pues para que ésta se dé, es necesaria una serie de factores
finicogquimicos tales como la conformacién eatereocquimica de
la molécula, las fuerzas eléctricas intramoleculares., la
influencia del! medio fisioldgico, etc.; por lo cual, si hay
necesidad de averiguar la potencia del antibiotico, se tiene
que recurrir al método microbioldgico.

Mediante esta validacidn, pudo comprobarse
cientificamente el efecto de las variables fisicas, quimicas,
instrumentales vy aleatorias sobre el método; logrando
concluir que estas variables no afectan la capacidad del
miamo para proporcionar resultados, ya que eatadfsticamente
ge demostrd que no son significativas.

Intrinsecamente, el método es reproducible y repetible,
lo cual garantiza que bajo diferentes condiciones de anadlisis
(tal como analista dfa) se obtienon resultados consistantes,
aun cuando no se logren controlar variablea tales como
reactivos empleados, material utilizado, calibracion del
mismo y temperatura del medio ambiente; gque para el caso
particular se consideraron constantes debido a que en un
laboratorio generalmante n6 ge tiene control sobre estos
agpectos. Sin embargo, si el método quigiera emplearse en
otro laboratorio tendria que svaluarse su reproducibilidad.

Uno de los pardmetros importantes en un método analitico
ea la linealidad, pues ello proporciona la seguridad de
obtener una respuesta proporcional con respecto a la
concentracién de la sustancia problema en la mueatra; y ésto

es de suma importancia en este caso, ya que muchas veces
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durante el proceso de produccién de las cépsulas. en el
producto a granel en el mezclado de polvos, existe un exceso
o un faltante de Rifampicina por causa de un mal mezclado, Y
este probiema podrd4 detectarse mediante el empleo de esate
método.

El método es exacto y con esto Bse asegura que la
influencia de variables tales como la concentracidén de la
muestra, equipo analista, reactivos y materiales no influyen
en las condiciones de medicién de la propiedad del sistema
(absorbancia), lo cual garantiza que g8i una merie de
resultados durante la validacién resultsé ser exacto, cuando
se realice una determinacién independiente, se tendra la
confianza suficiente para considerar al dato también como
exacto. basdndose en la estadistica inferencial.

Un punto {importante es 1la espscificidad del método, ya
que de acuerdo & 1la literatura no es selectivo para
cuantificar exclusivamente a la molécula de Rifampicina,
debido a que los productoe de degradacioén son también
Rifamicinas, las cuales posedn la estructura cromoforica que
absorbe luz a la longitud de onda utilizada. Sin embargo,’
congiderando que 91 polvo de Rifampicina es muy esmtable, que
las posibles vias de degradacion de la molécula son de tipo
oxido-reduccion, que la temperatura de almazcenamiento Yy
fabricacién de las cépsulas no sobrepasa los 25°C
(temperatura promedio de la Cjudad de México), que durante la
fabricacién de las mismas se protege al producto de la luz y

no hay etapas de granulacion sino un mezclado con excipientes
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s6lidos, se considera que ho existe degradacion de
Rifampicina. Sin embargo se recomendaria efectuar la prueba
de identidad cromatogrdfica al final del proceso.

Sin embargo, como puede apreciarse en las figuras 11 y
12, o1 método 8f resulta especifico ante los excipientes de
la formulacidén, ya que son eliminados durante la fase de
filtrado.

Por lo anterior queda restringida la aplicabilidad del
método para obtener resultados en pruebas de estabilidad,
pudiéndose utilizar sdlo para pruebas de rutina (control de
calidad).

Con respecto a la estabilidad de las muestras, puede
atirmarse que no hay probablidad de que ocurra una
degradacion de la Rifampicina en un lapso de dos horas a
temperatura ambiente. siempre y cuando se encuentren

'protegidus de la luz.



YIIX. CONCLUSIONES

De acuerdo al estudio del presente trabajo y tomando en
cuenta los pardmetros de validacidn, se concluye que los
resultados analfticos obtenidos por el método para determinar
Rifampicina en cdpsulas por espectrofotometria son exactos,
reproducibles y repetibles. El método es especifico ante
excipientes y presenta linealidad. Por lo tante puede ser
_ empleado con un aito grado de confiabilidad en el drea de

control de calidad para pruebas de rutina.
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BNEXQ

1. Significado de log terminos estadisticos empleados

a. Contraste de hipotesis.

Ho

Ha

xl

F
t-student.
gl

a

Hipotesis nula

Hipdétemis alterna

Prueba estadistica de contraste "Chi" cuadrada
Prueba estadistica de contraste "F" Fisher
Prueba estadistica de contraate “t" eatudent
Grados de libertad

Nivel de significancia

b. Regresidn lineal

b
m
r
1

Xn

Ordenada al origen

Pendiente

Coeficients de correlacioén
Coeficiente de determinacidén
Variable independiente onesima

Variable dependiente enesima

c. Términos estadfasticos

cv
X%
Ic
DE

n

Coeficiente de variacidn

Media aritmética del porcentaje de recobro
Intervalo de confianza

Desviacidén esténdar

Nomero de datos



2..Cdlculon regueridom para obtener los datos de los
pardmetros de _validacién y nus criterios emtadisticos de
aceptacion,

Linealidad del mistema

Cdlculos requeridos: EX., ZIY, Iy, X XY, DE.

n (ZXY) — (ZX)(ZY)

n (IXr) - (2X)*

ZY - m (2X)

nEXY - (2X) (ZY)

N{In(IX*) ~ (EX)*1IN(ZY*) — (ZY)*])

DE * 100
CV =

X%

( Xn - X % )2
DE =
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Criterio: s8i el asjstema cumple con las siguientes

condiciones serd lineal:

CV ¢ 1.50 %
r 2 0,99
r* 2 0.98
=~ 1.00
= 0.00



b. Precisidn del siatema
Criterio de aceptacion:

CV < 1.50 %



c.,

a).

b).

Exactitud

PR

PR

PR n

DE

al 100 %,

Cantidad recuperada * 100

Cantidad adicionada

Porcentaje recuperado

ZPR n

Porcentaje recuperade enésimo

( Xn - X % )*

Intervalo de confianza

IC

= X% %+ t a/2 DE / <¥n

Donde:

X%

= Media del porcentaje recupsrado

ta/2 = Valor tedrico del estadigrato de contraste

n

con una probabilidad acumulada de 0,975

= Namero de datos,

Coaeficiente de variacidén

cv

DE * 100

X%



c) Por medio de la prueba de contraste de hipétesis t-student

Ho 4 = 100.00 %. La media del porcentaje recuperado es
igual al 100 %.
Ha 4 = 100.00 %. La media del porcentaje de recobro es

diferente del 100%.

Estadigrafo de contraste:
X % - u
t calc =
DE / ~Nn
Donde:

t calc = valor calculado del estadigrafo de contraste

X % = Media poblacional del porcentaje de recobro
bE = Desviacién estdndar

u = Media pobiacional

n = Nuamero de datos

t tab = Valor tedrico del estadigrafo de contraste a un
nivel de significancia de 0.975 con n — 1 grados de
libertad.

Criterios de aceptacién: Si el método cumple con lo
siguiente Bs llamard lineal.
+ El intervalo de confianza para la media debe incluir
al 100.00 %

+ El coeficiente de variacién < 3.0 %
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+ E1 promedio de recobro debe sstar en el intervalo de
97.0 % -~ 103.0 %.
+ En la prueba de contraste de hipotesis para la media

t calc < t tab.
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d. Precisién del método (repetibilidad)
1). Por medio del coeficiente de variacién
DE * 100
cV =

X%

Donde:
DE = Deaviacioén esténdar del porcentaje recuperado

X% = Media aritmética del porcentaje recuperado

2). Por medio de la prueba de contraste de hipédtesis X* .
Ho o' < 3.0 %. La varianza es menor o igual al 3.0 %
Ha o' > 3.0 %, La varianza es meyor del 3.0 %
Eutudigraté de contraste

(n-~-1) DE
X* calc =

ot
Donde:

X* calc = Valor calculado del estadigrafo de contraste

n = Namero total de datos
DE? = Varianza del porcentaje de recobro
o? = Varianza poblacional

X* tab = Valor tedrico del estadigrafo de contraste con
una probabilidad acumulada de 0.97% y n - 1

grados de libertad.



Criterio: Si el método cumple cuon lo siguiente so llamard
repetible.
+ El coeficiente de variacién < 3.0 %
+ El promedio de recobro debe encontrarse en un
intervalo da 97.0 % - 103.0 %
+ El valor del estadigrafo de contraste calculado debe
encontrarse en el intervalo:

X* a/2 < X* calc £ X tab 1-a/2
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e. Precigion del método (reproducibilidad)
1). Por medio del coeficiente de variacion
DE * 100
cy =
X%

2). Por medio de 1a prueba estadistica de contraste de
hipsteasis F.

Esta prueba se emplea para establecer la fuente de
variacidén del método. pero no constituye un requisito minimo
dentro de la validacién v,

La prueba se aplica para el caso particular del andlisis
de dos analistas en dos dias diferentes y con tres
replicaciones cada uno.

El modelo hipotético es el siguiente:

Yijk = 4 + d j(i) + E k(if)

Donds:
Yijk = El1 ensayo de la sustancia de interés de la k-ésima
mueatra analizada por el i-ésimo analista en el
J-ésimo dfa.
i = Media poblacional del ensayo de la sustancia de
interés en la muestra.
ai = Efecto del analista en el ensayo (donde i = 1 .. a)

d j(i) = Efecto del dfa analizado en el analista (donde

J=1...4d)

¢ ‘Iuformacisn obtenida de: SSA. "Guias oficiates de
validacion”. Direccion genaral de control ide ingumos para la
salud. Meéexico, 1991, p 55.



E k(ij) = Error del método analitico (donde j = 1 .., .d).

a = Numero de analistas (donde a = 2)
q = Numero de dfas ( donde d = 2 )
r = Numero de replicaciones ( r = 3 )
Procedimisnto
1). Tabular los resultados de acuerdo al siguiente formato:
Analista 1 Analista 2
Y111 Y221
Dia 1 Yiiz Y212
Yi13 Y213
Y121 Y221
Dia 2 Y122 Y222
Y123 Y223

Cdlculos preliminares.
1. Calcular la suma de las combinaciones analista-dfa (YiJj)
Y11 = Y111 + Y112 + Y113
Y12 = Y121 + Y122 + Y123
¥13 = Y211 + Y212 + Y213
Y14 = Y221 + Y222 + Y223
2. Calcular la suma para cada analista ( Yi )
Yi = Y111 + Y112 + Y113 + Y121 + Y122 + Y123
Y2 = Y211 * Y212 + Y213 + Y221 + Y222 + Y223
3. Calcular la suma total ( Y... )
Y... = Yl.. + Y2.,,
4. Calcular la suma del cuadrado de cada analista en cada dia

ZTIY i3 = (Y11, )% 4+ ( Y12, )* 4 ( ¥Y21. )2 + ( Y22, )*



5.

Calcular la suma del cuadrado de cada analista en cada dia

( ZYi.. )2 = (Yl.. )* + ( Y2..)*

6.

[+]

Calcular la suma de cada dato elevado al cuadrado.

ZIE Yrijk = (Y111)2 + (Y112)* + ... + (Y222)* + (Y223)*
Calcular 1a suma de los cuadrades del analista ( SCa ),
efecto del factor analista, con la siguiente fdérmula:

ZY*d.. Y:...
SCa =

ar adr

Calcular 1la suma de los cuadrados del dia analizado en el

analista (SC 4).

X (Yij)* Z (Yi)2
§C d

r dr

Calcular la suma de los cuadrados del error (SC e ) con la

siguiente férmula:

27 Y i
8C e = Z¥T Y*ijk
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Cdlculos finales,

1. Con los datos anteriores construir la tabla de andlisis de

varianza.

Fuente de| Grados de
variacion] libertad

Suma de [Media de F calc F 0.05
cuadrados] cuadradoes

MCa MCa
Analista |gla = a — 1 SC a MCa = Fa = Fgla/gld
gla MCa
sCd MCd
Dia gld =(d-1)a sC a MCa = Fd = Fgld/gle
gld MCe
SCe
Error gle=(r-l)ad SC e MCe =

gle

Criterios. Si el

llamaré reproducible.

método cumple con 1lo 8siguiente ae

+ El coeficiente de variacioén < 3.0 %

+ En la prueba estadistica de contraste de hipétesis

( ANADEVA ) se debhe
Fa < F gla, gld, 0.05

Fa 2 F gla, gld, 0.05

Fd < F gid, gle, 0.05

cumplir:
El método es reproducible por los
analistas.
El método analitico no LT}
reproducible por los analistas.
El método analitico es reproducible
en distintos dfas por un mismo

analista.
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Fd > F gld, gle, 0.05 El método analitico no es
reproducible en distintos dfas por -

un mismo analista.



f. Linealidad del método.

1). Pruebas estadisticas para cantidad adicionada vs cantidad
recuperada.
Calcular m, b, r, r*, CV, R. como en la linealidad del

sistema,

2). Prueba de contraate de hipdtesis para la pendiente.
Ho B ma=1
Ha H m =}

Estadigrafo de contraste:

(m-=M) (DE y/x ) ¥(n-1}

t calc =

DE y/%

Donde:

t calc = valor calculade del estadigrafo de contraste

m = Pendiente de la recta
M = Valor tedrico de la pendiente
n = Ndmero de datos

DE y/x = Deaviacién estdndar
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a) Intervalo de confianza al 935 %.

DE y/x
m + ta/2

DE x ¥(n-1)

Donde:
m = Pendiente de la recta
t a/2 = Valor tedrico del estadigrafo de contraste con n - 2
grados de libertad y una probabilidad acurmulada de
a/2.
DE x = Desviacién esténdar

n Numero de datoe

3). Contraste de hipdtesis para la ordenada al origen
Ho t a =20 El valor de la ordenada al origen es cero
Ha - a= 0 El1 valor de la ordenada al origen es

diferente de cero.

Estadigrafo de contraste:

b-B
t calc =

DE y/x ~NI[ZX* / n 2(Xi - X)*}

Donde:
b = Pendiente de la recta
B = Valor tedrico de la pendiente de la recta igual a

coro.
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a) Intervalo de confianza al 95.0 %.
b+t as/2 DE y/x  [EX*/n 2(Xi - X)*}
Donde:
b = Ordenada al origen calculada
t a/2 = Valor tedrico del estadigrafo de contraste con n - 2
grados de libertad y probabilidad acumulada de a/2

n = Numero de datos

Criterios de aceptacidn:

Curva de linealidad: cantidad adicionada vs cantidad

recuperada,
= 1
b = 0
= 0.99
r* = 0.98
CV = 3.0%
R =95.0% - 103.0 %

2)}. Prueba de contraste de hipstesis para la pendiente
La pendiente de la recta se considera con valor 1 si:
t cale t (-0.975, n-2 gl )
t calc t ( 0.975, n-2 gl )

Para intervalo de confianza al 95 %

El intervalo de confianza debs incluir al valor 1



3). Prueba de contraste de hipdtesis para la ordenada al

origen.

La ordenada al origen de la recta de regresién se

considera con valor de cero ai:

t calc t ( 0.975, n-2 gl )
t calc t ( 0.975, n-2 gl )

Para el intervalo de confianza al 95.0 %

El intervalo de confianza debe incluir el valor cero.
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g. Estabilidad de la muestra.

1). Tabular log resultades con base al siguiente formato y

realizar los cdlcules indicados.

Inicial Condicién~tiempo
1 2 m
Y1 Y4 Y7 Y n-2
Y2 Y5 Y8 Y n-1
Y3 Y6 Y9 Yn

2). Cdlculos preliminares para ei intervalo de contianga_
‘|MEDIA Yo Y1 ¥2 Ym

VARIANZA DE' o DE* 3 DE: 2 DE*m

Varianza ponderada

2 DE'oc + 2 DE*1

DE 2pl =
2(c+1)
2 DE*'o + 2 DE:2
DE ip2 =
2(c+1)
2 DE!'o + 2 DE!m
DE *pm = .

2(c+1)

Donde

¢ = numerc de condiciones a las que se momete la muestra
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3). Cdlculos finales para el intervalo de confianza.: .
Para condicién por tiempo:
IC = (Yi-Yo) tt* X | DEFL (2/3)

Donde :
t* = Valor de la t de Dunnet con ¢ comparacionss y
2 (c + 1 ) grados de libertad y una probabilidad
acumulada de 0.975.

4). Cdlculos preliminares para el coeficiente de variacidén
Para la condicidén tiempo-muestra, calcular el factor (I)

con la siguients férmula:

{ andlisig muestra—-condicién-tiempo )} i * 100

(andlisis inicial )

I1 = Y4 Y1l = 100

I2 = Y5 / Y2 *100
I3 = Y6 / Y3 *100
I5 = Y8 / Y2 *100

16 = Y9

/
/
/

I4 = Y7 / Y1 *100
/
/ Y3 *100
n

17 = Y (n - 2) / Y1 * 100
I8 =Y (n - 1) / Y2 * 100

I9 =Y (n) / Y3 * 100



Para cada condicion-tiempo, calcular la media del Lactor

(I) con la siguiente fotmula:

I ( condicion~-tiempo )

N

Donde:

N = Nomero de muestras por cada condicién—tiempo

Il + I2 + I3
I1 =

I4 + I5 + I6
I2 =

3

17 + 18 + 19
I3 =

Criterios de aceptacion: sSi las muestras cumplen con los
siguientes criterios se 1lamardn estables:
* Los intervalos de confianza para cada condicidén—tiempo
deben incluir al valor cero: y
* la media del factor (I) para cada condicidén-tiempo debe

estar incluida en el intervalo de 97.0 % -~ 103.0 %.

@
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