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INTRODUCCION

E) desamolio de nusvos mélodos y ticnicas enaliticas, ssi como la
evaluacion o modificacion de ésias para la cuantificacion de polifirmacos es de
gran importancia en ef érea farmachutica con el fin de abtener un buen control de
calidad de los productos. Durente mucho tismpo, la especirofotometria UV-VIS
ha sido una técnica de amplio uso en ol andiisis cuantitativo debido a que e
sercilia, répida y econdmice, por o que se han hecho innovaciones en los
equipos que mejoran o amplisn sus capacidedes y en los Uitimos afios 8o ha
empieado esta técnica para ol andlisis cuantitativo de sistemas muiticomponentes,
ya que ol manejo dolutrummndum mafricieles en computadora ha

E) andiisis de multicomponentes por cuantificacién del especiro compielo
(CEC), es un sistema novedoso en eepeciofolomeiria UV-VIS que podria

E| objetivo del

|
%
;
§
|
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1.0. FUNDAMENTO TEORICO.

1.1. ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION UV-VISIBLE

Los étomos y molboulas eon capaces de abeorber energla (la cual se
pusde on forma de redieciin slecromagnélice) dependiendo de la
estructura de la susiancia. El tipo y cantided de radiacién absorbide por una
moldcula guarda relacion con su estruchura , asi como con ¢ numero de
moléculas que interaccionan con ia rediacién. El estudio de eslas dependencies
se conoce como ESPECTROSCOPIA DE ABSORCION. Esta es una de les
técnicas analiticas que probablemente permanecend como un instrumento Gtit
debido a que e ripida, sencilla, sensible y scondmica.

1.1.1. ABSORCION DE LA RADIAGION

La espectrofotometria de abeorcidn, consisle en la medida de absorcién,
por las diferentes sustancies, de una radiacidn eleciromagnétioa de longitudes de
onda situades en una benda definide y esireche, ssencisiments monocromdtics..

La radiacidn electromagnética es la energia propageda en forme de onda
Que visja a (a velocidad de la luz y que presenta propiedades de particules

La longitud de onda (1) es la distancia linesl enire dos puntos conescutivos
ahm¥uMuwmmM(m-
10%m = 10°7 cm). Asociada @ la longitud de onda 8e encusnira le frecuencia (v),

Que es ¢l nUmero de ondes que pesan por un punto dedo en un tiempo
delerminado.

La ) y la v estin relacionadas con la energle del fotdn (E), por la conelante
de Planck (h= 6.62x10- J/seg) y con la velocidad de la luz (¢ = 3x10° m/s) de le

sig. maners.
E=shvsho) (1)

Do acuerdo & la oc(1), la enerpia do radiacion es direciaments
proporcionsl @ su frecuencia @ inversaments proporcionsl a le longitud de onde.
“De eeta forma, a mayor longitud de onds, la energia por fokdn dieminuye. (1,2)

Las thcnicas de absorcidn UV-VIS incluyen mélodos anslitioos basados en
ia medicion de la abeorcidn de la luz por las sustancies en la regidn del espectro
slectromagnético de longitud de onda de 160 a 900 nm. La regién de 180 a 380
nm ee {a corespondients a la radiacién UV, y de 380 a 900 nm a la visible.



La absorcion en la region UV-VIS implica transiciones slectrénicas dentro
de (ss moléculas. Los estados basales de energia de una molécula orgénica
pueden: estar en orbilales o, x 0 n (no eniace). Sus eetados excitados
comespondientes son o*, x* y n* respectivamenta y las transiciones que son
responsables de {a absorcion UV-VIS son a-0*; n—c" y x—x". La parte de la
molécuia que es responsabie de |a transicion es llamado "croméforo”,

Les transiciones o—c® s0n generaimente de energia muy alta y elias son
observadas a longitud. de onde < 190 nm. Los compuestos conteniendo grupos
funcionsies halégeno, éter, tiodter, amino, hidroxilo y otros grupos con pares de
elecirones no compertidos presentarén transiciones n—a®, la absorcién debida a
datas, o8 débil y en la mayoria de los casos ocurre a longitudes de onda muy
cortos para ser medidas.

Las transiciones a orbitales x* eelén asociadas con ceniros inseturados en
la molécuta, tales como grupos aiqueno, carboniio, imino y azo. Las transiciones
n-x* son de menor energla que ias n—o* y se dan a longitudes de onde muy
grandes. La energia de les transiciones x->=° esté entre las dos anteriores. (3)

Para que las moléculas absorban radiacion, primero deben Interactuar con
olla; este efecto pusde ocurrir en aproximadaments 10" seg, que es el periodo
de oacilacién de la onda electromegnética. La absorcién de energia terminard
la molécula alcance cusiquiera de (08 niveles de energia en su estado
wicitado,  Una molécula excitade puede regresar & su eslado bassl, ya sea
perdiendo energia en forma de Calor © resmitiendo la radiacin electromagnética
dentro de un periodo de 10"? seg. Le mée favorecida serd aquella que minimice
la duracidn del estado excitado. (1)

1'

1.2 MEDIDA DE LOS ESPECTROS DE ABSORCION

Los instrumentos para la medida de abeorcidn en la regidn UV-VIS
consisten de seis componentes bieicos que aparecen en lafig. 1:

0-B--e

:

Fig. 1. Diagrame de un sspectrofotémetro. a)fusnie de iuz; bjselector
de longitud de onda; c) celde; d) detector; @) ampiificador; fregistrador.



A continuacién se presenta una breve descripcion de las partes bdsicas de
un espectrofotémetro:

a) I-;uonto de Juz las fuentes de radiacion deben cumplir con dos caracteristicas
basicas:

- debe emitir una sefial detectable en toda la regién de estudio

- la intensidad de [a luz emitida debe ser uniforme

Estas caracteristicas tienen por objeto regular las sefiales del detector a
través de la region de estudio. Para la region UV se emplesan lémparas de
descarga de hidrégeno o deuterio y pera la VISIBLE, lémparas con filamento de
tungsteno.

b) Selector de longitud de onda: los seleciores de longitud de onda tienen por
objeto descomponer la radiacion policromdtica en sus componentes, permitiendo
asi ol paso de un haz monocromado cuya longitud de onda corresponda a e
region en estudio, Estos pueden ser; .

fitros. son cristales dieléctricos transparentes (fluoruro de caicio o
magnesio) prensados entre dos peliculas metdiicas semitransparenies que se
encuentran adheridas a dos placas de vidrio. Estos materisies permiten solo Ia
transmision de regiones de longitud de onda limitada, absorbiendo la mayor parte
de la radiacidn de otras longitudes de onda.

monocromadores. el monocromador desdobia la radiacién policromética en
las (ongiludes de onda que Ia forman y las separa en bandas muy angosias; en
general consiste de: (1) rendija de entrada por la que penetra la radiacién de la
fuente, (2) un colimador (lente 0 espejo) que hace parsiela la radiacién
procedente de Is rendija de entrada, (3) un dispersor (prisma o rejilla) que
desdobia Ia radiacion en las diferentes lorigitudes de onda que la componen, (4)
lente de enfoque 0 espejo, y (5) una rendija de salida para aisler la banda
espectral deseads, bloqueando toda la radiacion dispersada excepto la del
intervalo deseado. Todos estos componentes estdn montados dentro de una cajs
hermética a la luz y por lo general, ¢l slemento dispersante del monocromador es
un prisma, que pera |a luz VISIBLE el vidrio es un buen material, mientras que
para la luz UV, se empiea un prisma de cuarzo 0 silice fundido.

c) Ceidas. estas son de diferentes materiales transparentes a ia luz ngun la
regién del espectro en estudio. Para la regién UV, las celdas son de cusrzo o

silice fundido, mientras que para la regién VISIBLE se pueden emplesr las
anteriores 0 de vidrio o pléstico.

d) Detector. la funcién del un detector es convertir la radiacion electromagnética
on un flujo de electrones y posteriorments en una corrients o voitaje en el circuito
de lectura. Los detectores que generan corriente eldclrica se conocen como
detectores fotoeléciricos y pusden ser Fototubos y Tubos Fotomuitiplicadores.



0) Ampificadores. su funcion es transformar la seflel slectrdnica generada por of
delecior, en sefiales que pusdan ser inlerpretades.

/) Registrador. son instrumentos que registran autométicamente el eepectro de
Absorbancia o Tranemitancia, trazando la curva Absorbencia/Tranemitancia Ve
Longitud de onda en papel. (1)

Los instrumentos en términos de su construccidn, pusden ser de dos tipos:

= Instrumenios con un haz senciio. en esios instrumenios ol haz
provenients de la fusnie pasa al monocromador; (es bandes de kz monocromads
& diferentes longitudes de onda se enfocan ai diavagme de salide y pasan al
detecior @ ravée de ia oside; o aparsio o0 sjusta @ 0 y 100 % de Tranemitancia
empieando un bianco (disoivente puro) de la muesira & ansiizar. La principal
ventaje de esie instrumento es su simplicidad; su principal desveniaja 68 que
debe calibraree a cada longitud de onda.

= instrumenios con doble hax. éetos tienen un dispositivo que divide el haz
on dos anles de enirar & la musstra; Une parte entra & ia oside 0on la mueeira y
oira & le cekda de referencia (bianco). Los dos rayos se comparan continuamenie
Varias veces en un segundo, por o tanto, les Muctuacionss provenientes de la
fuente, detecior Wummhnﬂdmtamwa
muestra (1,3). uﬁunz mueeira un diagrama de un eepectrofoldmetro de

Ay M

@3] A-A~— -

Fig. 1. Diagrama ds un sopocirofatdmetre do doble hax con slsteme do
otpajos relateries. a)limpare; b) monocromador; ¢) celda pera 18 muselrs;
d) cakde pars ¢l bienco; @ y #) eapejos rotalorios; 1y 1) sepeios; §) delector
h) ampiifidador ; y) regisirador.



143  APLICACIONES CUANTITATVAS DE LOS ESPECTROS DE
ABSORCION

£l endlisis especiroscdpico cuantitativo se Dasa en e relecidn entre ls
oantided de iuz sbeorbida y \a cantidad de sustancia absorbents. Los perdmetros
e8peciroscipicos que 88 miden son ie Transmitencia (T) y la Absorbancia (A).

Teloh . As iog (V/7) )
10 = inteneidad de le ha incidente
| =intensidad de la luz después de paser a iravée del eepesor de le solucidn

La dependencia de la inleneidad de i luz incidente respecic a e
concsniracidn de sspecie absorbente, pusde enconirarse de manera paraiele, o
ie longitud de onds y ia distancia que alreviess ¢l rayo an ia MUSIra PEMENeOeN
Mm. Eola dependencia ¢ conoos como ia LEY DE BEER qwe

- "La sbeorcin de una sokusion es m proporcional & le
oonoeniracion del soiuto sbeorbents” (2) y 80 supress 0on ia sig. ecuacion:

Asabe 3)

A s absorbencia

& = gbeortivided

b = longitud del paso de kiz interno de ls osida
C = conosnirecion de s musetra

La sbsortivided ,a, depende de ia tempersira del disoivente, de le
esiruciura molecuisr y de la longitud. de onda de ia radiacién ; sus unidedes se
determinan apartiede by c. cunmoboddadommycmoﬂ..nm
on Vg om. 8i c 88 una contentracion moier, e abeortivided recibe ¢f nombre de
sbeortivided molar, la cusl 8 represents por s y sus unidades son Umol om. {2)

A MSISEWCOW. .

~ La concentracién de una sustancia presents en una mussira, pusde eer
féciimente calculade a pertir de e grifice de la ley de Beer; dicha grifics se
obtiens a partir do una serie de soluciones de ia sustancia en cusslidn, a las
cuales 90 jos mide su abeorbancie a o misma longilud de onds, temperalre y
condiciones de disolucién. Se representia ls abeorbancie de cede sohitn en
funcién de su conceniracion y se oblendré por lo general une linee recla Que pase



por @ origen (lo que implica que se cumple con dicha ley en el rango de
concentracionss investigads).

Une vez que se tiene la grifice, se prepara una soiucion de is musetra en
ol mismo disolvente utilizado pera las soluciones conocidas; la concentracidn
sstimada pare eeta solucion deberd eelar dentro del intervalo de concentracidn
ueades en o eetudio de ie iey de Beer. Se mide ia absorbancia de le musetrs
desconocide a la longitud de onda eetablecida y 88 lee su concentracién & partir
de ia gréfica. Para que esla ticnica sea aplicable 68 NECesario que no eetd
presants ninguna sustancia invlerferents (es decir, una sustancia que see capaz
de abeorber la iz & hWM de onda de estudio), en la musstra. En una
versién simplificada de este método, se emplea une medida "unipuniual’ de a
sokcion de la muestra y
conoeniracion #e conoos. Se efectia ¢l mismo proosdimiento con of patrén y con
la musstra y os realiza ol sig. calculo:

Cx=sCrAx/ N 4
donds;

Cx = concentracién de la muestra

Cr = conoentracion de ia solucién patron
Ax = gheorbancia de ia musetra

Ar = gbsorbancia de la solucién patrén

La longitud de onda seleccionada pars o estudio 88 usuaiments la mixima
de absorcion. Los espectros de sbeorcién de una mussira dependen de (e
oondiciones del medio, ys que la longitud méxima pusde cambiar al modificer ol
disoivente debido & que [es interaccionss soluto - soivente serén diferentes.
También se advierten otros efectos notables en los espectros de cidos y beses
cuando se varia o} pH del medio. (2)

8. ESPECTROFOTOMETRIA DE DERIVADAS.

Bajo ol nombre de sspeciro derivado e entiende le representacion grifica
on un intervelo delerminedo de longitud de onda, el cociente diferencial dAKA
para la primera derivade; d2A/IA2 para la segunda y asl sucesivamente pars las
mamm La funcidn dA/dA pasa por un miimo y un minimo
on los puntos de inflexién y vale 0ero en ol méximno. .

La distancis vertical entre of méximo y o minimo de la derivada se
denoming "amplitud” y constituye ol pardmetro analitioo que susle utilizerse pers
relacionario de forma lineal con la concentracion (4) (Figurs 3)



M&WWUWMUWM

La utiizacién de especiros derivados tens gran ullidad pare fines
cuantitativos.  Para una sustancia absorbente y para una iongitud de onde dada,
s loy de Lambert-Beer establece qus ia abscrbancis es proporoionsl & I
concentracién (ec. 3); en cambio ol se Nja la conceniracién en un valor constente,
i abeorbancie A de la disohcitn es funcidn de la longitud de onde uliieade,
puesto que s = 1), .

8i 00 deriva la scuacion (2) con respecio & ia longitud de onds, 30 obtiens:
AdA/d) = bC de/d) . ()]

Ahora bien, para una longitud de onda dada, ol Wrming dekiA 8 une
constenie caracheristion del sislems; por 10 QuUS ia SxNpresién pusde ser eecrita

como:
AL = kC 9

@8 dacir, para una longitud de onda dade, la pendiente del sspeciro de abeorcién
08 funcidn lineel de Ja conosniracidn.



Los procedimientos mée usados para cbiener el pardmetro analitico son:

8) Método de la tangente: se traza la tangente entre dos Mdximos: vecinos
y 50 mide en e direccidn parsiela el ejo de ordenades, la distancie entre la
tangenie y ¢l minimo situado entre 108 dos méximos.

b) Medide de lo sepereciin enire picos: se mide la separacién entre un
m&ximo y un minimo vesinos que sean caracieristioos de ia eustancia que se

c) Medide de e altura hesta le inee bese: se mide la separacion entre of
méximo y ia linea de oavo. (Figura 4) |

Figura 4. Diferentes métodos pare la oblencidn de fa seftel analitics en los
espaciros derivados.

Los factores que afecian el céiculo de derivadas pueden ser de dos tipos:

- Distorsider. una ourva derivada osicuiada con incremento de longitud de
onda finito, s distorsions debido a una disminucion de le seflal deriveda y a une
dieminuoidn en i resolucion.

= Relecién sefleifruido: ¢l ruido aumentard conforme io hage el orden de la
deriveds, por |0 tanto ia relacién sefalruido (8/N) disminuye ol aumentsr ol orden
de la derivade. El ruido ee pusde expresar como g desviacidn estinder de la
absorbancia del bianco, oo. ' :
~ Las ventajas de la sspeciroscopia de derivadas son: 1) medida exacta de i

| longitud de onda del mdximo de abeorcidn, 2) mejor resoiucién de especiros, 3)
mm_mmmmamommm«.»
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C.. ANALISIS DE MULTICOMPONENTES (A. M.C)

E! andiisis sspecirofotométrion de varios componenies eetd basado en ies
medides de absorbancie & longitudes de anda seleccionadas de acuerdo & ie ley
de Beer axpresada on ls ecuscién (3). Asumiendo que se empiea la misma osida
tanto para los esténdares como para las mussires, la Absorbancia e puede
oecriir como; (7

Askec )

donde k es una constante de proporcionalided.

Para un sistema de muiticomponentes, i aplicacion de le aditivided de ia
ley do Beer & una mexcia de componenies diferenies 80 puede Sxpresar a lae
distintes longitudes de onde de ia sig. mansra:

Al = kife! + ki12¢2 + ... Kkijg

A2 = K21ct ¢ 'i2222 + ... K29

N s kife! + ki2e2 + ... kig e
donde;
A = sbeorbancia comespondients a la -beima longitud de onds, y va desde 1-»n
o) = o8 la conoeniracién del components -éeimo deede 1-3n, ¥
ﬂ-ubmbmﬂmﬂﬂdub“ﬁuhﬂbmw
componenie j-4eimo. ‘

Le scuacién de arriba sspresade en forme de melriz ee:

At 1 K2 ... kif] ol
2l e 22 . ) |e
[N] [‘1 W2 ... ”ll] L] ®

A= KC ‘ (10)

C=K'A (1)
Generaimente, las conetentes de proporcionalided no son conacides y

tionen que ser determinades mediants una ticnion de celibracién; dete pusde
Nevarse & cabo corriendo ¢l sepeciro de jos componentes puros & les longikudes.

1"



de onde de estudio y relacionando la concentracién del companents y esu
Absorbencie. (8,7)

Una condicién del AMC es que requiere seieccionar longitudes. de onda en
ia abeortividad molar para cada uno de los componentes sea muy diferenie. Esta

condicién hace al método critico, ya que la seleccion de fes longitudes de
implice Que 8igunes 50n eetadisticamente Mejores que oires.

Gptimas o cioulo de concentraciones inexactas de aigunos componenies. (6,0)

D. ANAUISIS DE MULTICOMPONENTES POR CUANTIFICACION DEL
ESPECTRO COMPLETO (C.EC)

Tomando en cusnta o anterior, la ecuacidn (9) se extiends a la sigulente
A, A . AT [ki1 K92 .. kin] BT, o1 .. e
A2, A2 .. A" K21 k22 ... k2n , 2 .. 2

A . AP 1 2. il g (12)



donde las malrices A y C han sido extendidas para incluir una columna de A's ¥
una columna de C's respectivaments pare cada mezcls estindar; ls matriz K e
idéntica a la scuacién (5). Enmcuown.nw o nimero de mezcie
eotinder debe ser iguai 0 mayor &l nimero de componentes. Simpiificando:

K=kC (13)

donde A y C son las matrices extendides de A y C respectivaments. Se puede
resoiver eeta ecuacion para encontrar ¢l vaior de K, sin embargo s debe hacer
nolar que A y C no son necesariaments meitrices cuadrades, ye que en muchos
cas0s, las mexcias de estdndares (M) son Meyores que (08 COMPONeNies
empleados (j) complicando la solucién de la ecuacitn, debido & que existe un
nimeco infinito de solucionss para K Esle probleme puede resoiverse
multiplicando ambos lados de ls ecuacion (13) por la malriz trespussia de C

RC'=KCT (14)
y ambos lados por ta inversa de ia matriz cuadrada (C T') que da como resuttado
AT Co) =TTy (18)
despejando K:
| KCT =AT[ET)/ETY]
KCT=KT'*1

KsXT'CO)! . (16)

Esta ecuaciin representa el ajuste de minimos cuadrados de K y minimiza
ia suma de los cuadrados de ias diferencias entre las abearbencies osiouiades y
observadas. La inversa de K puede ser calouiads y usads on la eouscidn (11)
para determinar las conosniraciones de jos compusslos de interds @ partir de les
absorbancias medidas.

Ei método deacrito amribe requiere (e inversién de dos marices; ia inversa
de (C C') pars obiener K y la inverse de K para oblener les conceniracionss en la
m-maumm«mhm«nm
inversiones pusden presentar error de cdiculo, por 10 que un interospio diferents 8
ooro se incluye en ol sisteme muiticomponenis de (al forma que en la ecuacidn
(12), la metriz K aumenta en une columna de Kio y ia matriz C en una fila de t's:

19



AV AL, A1" k11 k12,,,k9j kio| [c1' cf"..ci”
A2'A2'...A.2"' k21 k22..k2jk20 '02' 2"

.
=
. ] . *
*

A AT A Kt K2... ki Ko ..e1i'
1

)
1 (17

Si las conosntraciones para los componentes en las mezclas m son
Wmtﬁnmanvon&ﬂuhmmfrmmolmo%. la
Ultima fila de la matriz C (fils de 1's) s igual @ la suma de lee olras files. Por
consiguiente, la matriz C es singuler (si C es cusdrada) o (C C') es singuler (si C
o8 no cuadrada) y la inversa es indeterminada, por 10 que la ecuacidon (11) se
tiene que eecribir como

C= (KK K'A (18)

Esta scuacion es similer & un endiisis de regresién de minimos cuadrados
de jos slementos de la matriz K como las variables independientes (6,10,11).

E} procedimiento anterior es la base pera los andisis de Regresion del
Componente Principel (Principal Component Regression -PCR-) y regresidn
MMCMM(MHMM-PL&) £l PCR
Unicamenie encusnire representacién abetracta pers ios componentes en la




puntos impartantes en ol diesfio del método.
EnmmouMdem“mu
pequefios

on ol eapeciro, por lo tanto, cuaiquier contribucidn e le absorbancia de le mezcia
mmummm&mm«mm

cada componente. La mejor manera de tratar con una interferencie o8
Wwaumumaumuwm
0 sfecte o cdiculo de conocentraciones.(14)

mmmmmmmqnmwmmm
pare sor analizados mediante ¢l sistema de multicomponentes por
umm(mmss MA-N'WEMUG)

- El dioloma o8 capaz de cuantificer con precieidn y exactitud de 2 & §
compuesios en soluciin; al aumentar ¢l niMero de coMpuesias en una makriz, le
precisidn y exactiud en s cusntificacién de uno o verios de elios e verd
disminuida debido al error estadietico inherente al software.
m&ummwmumammmmma
« Les contribuciones de todos fos componsnies en la mexcia a s absorbancia
fotal deben ser aditivas.

- Yodos jos componenies de e mezcie que absorban ia radiecion UV-VIS deben
wmwmmmm“opmtmnw).
de oire forma ia absorbancia de un componente no identificado
resultados de forma impredscible.

- Para ¢l peso de calibrecién de una andiisie de muiticomponentes, ol nimero de
ospaciros de referencia suministrados ol sistema debe ser & menos igual ol
nimero de companenies & anelizer.

“~ [Es ssencial que 10dos los setdndares sean mexcle de todos los componentes
oon la fnelided de controlar las no lnealidades debides & les interscciones
moleculares enire ios componenies.

15



1.2. VALIDACION

El objetivo de la validacion, es proporcionar ios lineamientos bisicos pare
sstablecer un programae, destinado a obtener productos que cumpian con las
especificaciones y atributos de calided preestablecidos. E! propdaito de Ia
validacion es asegurer ia elaboracion de producios de aite calided que cumplan
con las caracteristicas indicadas en sus eliquetas, que estén en conformidad con
todos los esténdares y especificaciones eslablecidas por la compsfiia y que
cumplan con todos los requerimientos legaies de los lugares donde se fabriquen
y/o se comercialicen. La validacion pueds ser de tres tipos diferentes:

8) Prospectiva. Establecer evidencia documentada de que un determinado
sistema hace lo que tiene el propdeito de hacer, basado sobre un protocolo
previamente elaborado.

b) Relrospective.  Establecer evidencia documentada de que un
determinado sistema hace o que tiene el propdsito de hacer, basado en ia
revision y andiisis de au informacidn histdrica.

¢) Concurrente. Establecer evidencia documentada de que un determinado
sisteme hace lo que tiene el propdeito de hacer, basado en la informacion durante
la actusl implementacion del proceso. (16)

on un sislems ya validado, en ol cual representantes cefificados de
cade una de les disciplinas involucradae, revisan los cambios actusies o los
propuesios que pudieran afectar al sistema y 8i fuera necesario, fomar una accién
comective pars asegurar que ¢l sistema permanece en su estado velidado de

La revalidecién, es ia repeticion del proceso de validacién o de una parte
especifica de éele. En aigunos casos, iss compafiias encuentran apropiado

adecuadaments y os resuitados oblenidos son acepiables. (17,18).

16



1.2.2. VALIDACION DE METODOS ANALITICOS.

La calidad de un método analitico tiene que ser caracterizada, monitoreada,
evaluada y veiidada. La naturaleza de los métodos analiticos puede ser fisica,
quimica, microbiolégica, bioldgica o una combinacion de estos tipos. La calidad
de! andlisis es construida durante su elapa de diseo, validada en su elapa de
desarrolio y confirmada en su etapa de utilizacion, (19)

ummmmmm«mmmmua.ﬁmmummy_;

Durante la validacion e trabaje iniciaimenie con el principio activo para
determinar si of método lo detecia adecuadaments, ensaguide se cuantifica el
principio activo sn placebos adicionados, y finsiments 00 analiza o
terminado en donde se evelia & o proosdimiento de marwdecture afecls
cuantificacion del principio activo. El criterio de aceptacién dependerd de
complejidad del método analitico.

La validecién se enfoca a conocer of error de los métodos analiticos y el
000 OITOr @8 menor que of eatablecido, ia téonica se considera validade y

sdecuada. Los resuliados parcisies o finales de ia validacion pusden dar como
oconciusién que:

a) El método es confiable y por consiguiente se considera validedo.

b) Requiere modificacionss y una vez lievades a cebo, inicir o
completar ia validacién.

¢) El método no es confiable para cuantificar a la sustencia problems,
por lo tento es necesario desarroliar una nueva técnica @ inicier la
validacién, (21)

1y



A. DEFINICIONES DE LOS PARAMETROS ANALITICOS.
Linsaided la fineslided de un sistema 0 de un mélodo anelitico, es su

inflervelo: ol intervalo de un mélodo analitico eeté definido por lae
concentraciones comprendides entre los niveles de conceniracidn superior ¢
M?&m.mdmlumm”dMum
oxacto y linesl,

Expctitud: ta exactitud de un método anelitico ee la concordancia entre
velor ablenido experimentaimente y el velor de referencia. Se expresa como
porcienic de recobro ablenido del andlisis de musetras o las que oe les
adicionado cantidades conocidas de suslancia,

Praciasin; \a precision de un método analitico es ¢l grado de concordancia
sntre resuitados snaliicos individusies cusndo ef procedimienio 8e apiice

ses

8. Repetibiidac: es ia precisién de un método anelitico expresada como e
oconcordancia obtenida entre determinaciones independientes realizades bajo les
mismas condiciones (analista, tiempo, aperato, laboratorio, elc.).

b. Reproducibiided: e [a precisién de un método analitioo expresads como
s concordancia entre determinaciones independieniss resiizades bejo
condicionss diferentes (diferentes analislas, en diferenies dias, en &l mismo y/o
on diferentes laboratorios, utiiizando ol mismo y/o diferentes equipos, eic.)

Limite de defeccion: es la minima concentracion de una eustancia en una
musetra ia cusl puede ser deteciade, pero no necessrismentie cuantificade, bejo
mmamm

Limie_de cusnificecidn: es la menor conoentracion de una suetancia en
mMMMmmmuMywmm
{as condiciones de operacion eslablecides.

£specificided. es ia habilided de un método aneiitioco pera oblener una

respusets debida Unicamente a la sustancia de inlerds y no & olros componentes
de le musetra.



Jolerancia: 'a tolerancia de un método analitico es e grado de
reproducibilidad de los resultados analiticos obtenidos por el andlisis de la misma
muestra bajo modificaciones de las condiciones normales de operacién, como
diferentes temperaturas, lotes de reactivos, condiciones amblentales, etc.

Esiabiidad de /s myasira: e la propiedad de una muestra preparada para
su cuantificacion, de conservar su integridad fisicoquimica y la concentracion de
la sustancia de interds, después de aimacenarse durante un tiempo determinado
bajo condiciones upocfﬁcn. (20,22)

B. VALIDACION DE UN METODO INDICADOR DE CONTROL DE CALIDAD (20)

Revalidacion del
Parmetro método

. Método con sin

nuevo cambio _cambio

Linealidad y precision del sistema X X X
Limits de detecoidn
ummmﬁn_g_aon
Exactitud y repetibilidad al 100 %
Linealided det método
Mmuam
W(mmw
W(m
Tolerancia del sistema
Estabifidad de la muestra anaiftica X X
Tabla 1. Pardmetros & evaluar en un método indicador de
control de calidad.

C. DETERMINACIONES DE LOS PARAMETROS ANALITICOS PARA METODO
INDICADOR DE CONTROL DE CALIDAD.

Licealided de! Sislemas: se determina construyendo una curva de
calibracién, utilizendo cuando menos cinco diluciones preparades: a partir de una
wmwmmyhmmmommwmem
dilucién.  El intervalo entre las conceniraciones a analizar dependerd del
propdsito del método; para control de calided deberd eeter inciuida la
conoentracién seleccionada como 100 % (20). '
Criterio de aceptacién:

CV<15%
r >089
¢ >098
b =0

b iboibadbad

MNP MM
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Pracisin dal Sigleme: se determina por ef andlisis sexiuplicado de une
misma solucidn esténder correspondiente el 100 % establecido en la linsalided
del sletema (20).

Criterio de aceptacion:
CV<15%

Lineslided del méiodo: ee determina a partir de plecebos adicionados de
cuendo menos 3 diferentes cantidades de la sustancia de interés (placebos
cargedos), cade uno de manera independients, haciendo los andiisis por
triphicado. Las conceniracionss de los placebos cargados deben ser lae
adecuades para que, utilizando el mélodo propuesio, las conocsniraciones de les
soluciones finaies & anslizar estén dentro del intervalo de la linealided del
sistemna, incluyendo siempre la comespondiente o) 100 %. La ampitud del estudio
dependerd del ueo y aplicacionss del método y deberd flevarse & cabo por un
mismo analista en les mismae condiciones de operacion (20).
Criterio de aceplacion:

Cantided edicionada vs. cantided recuperadas:
ms1
b=0

r> 099
P> 098
 Ef porciento recuperado (R) y of CV deben estar de acuerdo oon la sig. tabls:
Mélodo R CV.
Cromaetagrificos 08-102 % <2 %
Voluméiricos 98-102 % <2%
Quimicos y Espectrofolométiicos 7-103 % <3%
Microbloldgicos 08-106 % <8 %

Tabla 2 intervaios del % de recobro y limites para ioe cosficien-
198 do variacidn de ios diferentes métodos analiioos. |

wumammemm«
con la cantided necesaria de la sustancie de imerés pers
mnmonuwos utiizando o método propussio haciendo e
andiliele en las miamas condiciones de operacién y por ol mismo analista (20). -
Criterio de aceptacion:

EfR y of CV deberén selar de acuerdo & la table 2.



Precisién (reproducibiided): se determina & partic de una muesira
homogénea del producto carcana al 100 % de la concentracion tedrice, anelizade
cuando menos por dos analistas, en dos dias diferentes y por triplicado (20).
Criterio de aceptacion;

El CV debe cumplir con lo siguients:

cv

<2%
<3%
<5%

gag: con ol mitodo propuestio:

1Mdiwplacwoodolpmdm
2. mmm)mm.)mmmn.yumm de ios
excipientes y/o de otras sustancias pressntes (20,22).
Criterio de aceptacion: ‘
Confirmar que of método desaoliado es capaz de cusntificer la
sustancia de interds sin que exista interferencia de otras sustancias presentes.

Esiabiidad de is mussira analfiice: se delérmine mediante la co
de los resuitados de los andiisis inicisies de 3 musstras con los oblenidos de lae
mismas muestras de