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RESUMEN 

Normalmente las condiciones de operación en el laboratorio de control analítico9 requieren de 
métodos robustos que puedan realizarse n.Jtinariamente por diferentes químicos sobre diferentes 
instrumentOS9 estos elen1cntos son in1portantes cuando se realiza el desarrollo de métodos 
químicos analíticos a ser viables y asegurar la calidad y rnanufactura de forn1as farmacéuticas 
establecidas y a diseñar. La implementación de un n1étodo analítico estará sujeto a variaciones. 
por lo que es necesario validarlo. 

En el diseño y 1nanufactura de nuevos fárn1acos tiene especial in1portancia terapéutica la 
Melatonina cuya fabricación no sólo esta confinada a la glándula pineal. también se puede 
producir sintCtican1cntc y llevarla a la industria farnu1céutica para su manufactura como 
medicamento. Nurncrosos estudios clinicos indican que su acción terapéutica es la inducción de 
sueño en hun1anos~ aden1ás n1uchas investigaciones se han centrado en los posibles efectos sobre 
la pubertad y desarrollo. inhibición ovulatoria. sistcn1a endocrino. estado psiquiátrico. 
enfermedades inn1unitarias y los n1ás estudiados sobre el ajuste de el desequilibrio en el ciclo 
circadiano sueño vigilia producido por un can1bio de fhse forzado ( horario de trabajo o cambios 
de uso horario en viajes intcrcontincntalcs). 

La calidad en la fabricación de tabletas de l\.1clatonina forn1a parte el control analítico de su 
valoración química. Por lo tanto el desarrollo del rnétodo analítico debe ser validado. 
procedimiento con el cual se logra la calidad, seguridad y efectividad especificada para el método 
analítico. 

Se desarrolló un rnétodo analítico por espcctrofotometria en la región uv, realizando una 
validación prospectiva deterrninando su especificidad, exactitud. precisión, linealidad y tolerancia. 

En base a las necesidades y requeritnientos del laboratorio se logró implementar un método 
que resultó sencillo. sensible y específico. ni.pido. confiable y con un considerable ahorro respecto 
a otras metodologías analíticas . asinlismo. ofrece un bajo consu1no tanto en reactivos como en 
tiempo. lo que significa rnenor riesgo para el analista. y mayor rapidez en los análisis . 

Dado que el método cumplió con el pará111etro de linearidad en el intervalo de 80-120 o/o, 
además de ser exacto y preciso~ se considero con10 una metodología que sirve para la 
cuantificación confiable de Melatonina en el análisis del control de calidad . 
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l. INTROl>UCCIÓN 

Toda accton que se repite dos ó n1ás veces estará sujeta a un fenómeno conocido como 
"variación " ya que es muy dificil que un n1ismo resultado de la acción en cuestión se reproduzca 
con la misma magnitud dos veces seguidas pues estará sujeto a un gran número de factores que 
provoca que no se den las n1isn1as condiciones de la prin1era vez. 
Afortunadamente existen proccdin1ientos que nos penniten evaluar la variación de un fenómeno 
ya que es reconocido que existe un comportan1iento regular de la variación de un fenómeno 
cuando se reproduce en condiciones similares. .i\. este comportamiento de le conoce como 
Regularidad Estadística. representada mntcrnfltica1nentc corno una función de probabilidad. De tal 
íonna que durante un proceso de validación se trata de conocer el cornpon.arnicnto de esta 
variación de causas asignables de aquellas causas debidas al azar. 

Existen una diversidad de definiciones para el concepto de validación y todas ellas son 
operantes debido a que n1ancjan el n1isrno concepto. entre estas podernos mencionar: 

a) La validación es una forma de con1probar la efectividad y reproducibilidad de una técnica~ 
operación o proceso . 

b) Se dice que un proceso. técnica u operación está validado cuando se tiene bajo control 

c) Procedimiento n1ediante el cual se docurnentan pruebas de que un proceso de fabricación ó un 
método de análisis rinden lo que de ellos se espera o requiere. 

d) Comprobar a través de un procedimiento formal y documentado que en condiciones 
preestablecidas con todos los parámetros significativos bajo control~ se obtiene un producto con 
calidad diseñada~ verificando en forma documentada la confiabilidad de las técnicas analíticas y 
procesos de manufactura. 

Son varias las razones por lo que la validación es importante ; por mencionar alb>Unas, 
tenemos que : 

1. Por ética profesional .- Tenemos el compromiso moral de fabricar productos de calidad .. pues 
en nuestras manos esta la salud de muchos . 

2. Para reducir costos .- Por que el validar es asegurar la calidad a un costo más bajo . 

3. Por principio de Aseguramiento de Calidad .- Cada paso del proceso de manufactura debe 
estar bajo control • para tener la máxima probabilidad de que el producto terminado cumpla con 
todas las especificaciones de calidad y diseño . 



4. Para establecer una Regulación Sanitaria: al re"!)Ccto en los Estados Unidos el gobierno exige 
que todos los procesos f'arn1acéuticos sean validados . Un requerimiento similar existe en otros 
paises y ahora en México se en1pieza a oficializar dichos principios y esto dio origen a la creación 
de un Comité que se ha encargado de redactar Guías Generales de Validación . 

Los parámetros de calidad son fisicos. biológicos y químicos • aplicándose en estos 
últimos los numerosos n1étodos analíticos. incluyéndose desde los métodos clásicos con10 el 
gravimétrico • volumétrico. colorimétrico, hasta la instrumentación más sofisticada de gran 
precisión y sensibilidad con10 la cromatografia de líquidos y gases ~º. La elección del método 
está en f"unción de las propiedades de la sustancia de interés~ pero también es determinante su 
accesibilidad económica l'l Por lo que la cuantificación de los analitos en estudio requieren no 
sólo de la validación de métodos farmacopéicos ,sino también de métodos alternativos, que sufren 
modificaciones necesarias propias del laboratorio. De ahí que este trabajo de validación de un 
método analítico tiene el propósito de establecer a través de una evidencia documentada su 
confiabilidad en base a la evaluación de prcc1s1on • linearidad . exactitud , especificidad • 
estabilidad y tolerancia • parámetros reconocidos a nivel nacional e internacional . 
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11 .GENERALIDADES 

11 1 1 MONOGRAFiA DE LA MELATONINA ."·"·' 6
·"·"·"·"·" 

NOMBRES QUÍMICOS 

N-acetyl-5-mcthoxytryptamine. 
N-acetyl-0-methyl serotonina 

FQR.l\.fULA DESARROLLADA 

CH3 

FOR.l\.fULA MOLECULAR 

C13 H 16 N, 02 

PESO MOLECULAR 

232.3 

ASPECTO 

CH2 - CH2 - NH -1 = O 

CH3 

Polvo blanco cristalino, libre de partículas extrañas . 

SOLUBILIDAD : 
Insoluble en a.b>ua, soluble en etanol, ligeramente soluble en propílenglicol, prácticamente 

insoluble en acetona y clorof"ormo . 
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ENSAYO DE IDENTIDAD: 
A. MGA 0351 El espectro de absorción en la reg1on infrarroja de una dispersión de la muestra 
en bromuro de potasio ~ exhibe nláximo a la misma longitud de onda que una preparación similar 
de la Sref de l\.1elatonina . 

B. MGA 0361 El espectrofotómetro en la región UV debe dar máximos y mínimos que un Std 
de referencia . 

C. MGA 0241 .(capa delgada) La mancha con un R.f aproximado 0.87 debe corresponder en 
tamaño ~ color y R.t~ a la n1ancha obtenida en el cron1atograma de un std. de referencia . 

TEMPERATURA DE FUSIÓN: 
MGA 04 71 Entre 1 1 6-1 1 8 "C 

pH 
MGA 070 1 Entre 5-7 50 mg/mL en agua destilada . 

SUSTANCIAS RELACIONADAS. 
MGA 0241 (capa delgada) Observar el cromatograma obtenido en el ensayo de identidad C la 

mancha obtenida en el cromatograma con la preparación de la muestra ? con -un Rf' aproximado a 
0.87 y que sea diferente de Ja n1ancha principal? no debe ser mas grande ni más intensa? que la 
mancha obtenida en el crornatograma con la preparación 11 de referencia? lo que equivale a no 
mas de 2 % de sustancias relacionadas . 

PERDIDA POR SECADO 
MGA 0671 No más del 1 % Secar a 105 "C durante 2 horas. 

VALORACIÓN 

Valoración potenciométrica con ácido perclórico 

Pesar con exactitud aproximadamente 50 - 100 mg de sustancia y disolver en 40 mL de ácido 
acético glacial y 40 mL de anhídrido acético, mas 1 O mL de acetato mercúrico. Valorar con 
solución 0.1 N de ácido perclórico (en ácido acético glacial). Preparar un blanco de determinación 
y hacer la corrección necesaria . Cada mL de solución de O. 1 N de ácido perclórico es 
equivalente a 23.23 mg de Melatonina. 
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Cálculos: 
La relación usada es : 

º/o de MELATONINA =(x-y) • F *23.23*100 /peso de la muestra (mg) 

Donde: 
x = consumo de la prueba (mL) 
y = consumo de la prueba en blanco 
F= factor de la solución de ácido perclórico 

5 



11.1.2 FARMACOLOGÍA 

..... 
La capacidad de la n1elatonina para facilitar el sueño fue notada por primera vez en 

animales poco después de su aislan1iento e identificación°'º. los prirncros estudios en humanos 
también sugirieron un posible papel de la n1clatonina en la regulación del inicio de sueño 1 . 

..-'-.unquc la adn1inistración cxógcna de 111clatonina afecta el dormir y produce 
somnolencia. no se sabe aún con certeza si la secreción endógena de n1clatonina por la glándula 
pineal altera el sueño en hun1anos. :-;o ..-\.lgunos estudios dcrnostraron que el patrón normal de 
secreción de n1elatonian está elevado en individuos que ca1nbian su horario de trabajo y que su 
ritmo endógeno se secreción de n1clatonina depende de su patrón diario de actividad, 64 adcrnás 
se reporta una covariación circadiana de fatiga y n1elatonina urinaria. y sugirieron que la 
rnelatonina está involucrada en la regulación del ciclo vigilia sueño ~ 

1'\..rn1strong et al. 1 986 han repor-tado cfi.:ctos benéficos de la n1clatonina sobre viajes 
intercontincntalcs ( jet-lag) en la latencia y calidad del sueño fo .·\.rdcn y col. 7 reportaron que 
dosis de mclatonina adn1inistradas en horarios apropiados aceleran el ajuste de un desequilibrio en 
el ciclo circadiano suei\o-vigilia producido por un can1bio de fi1sc forzado (shctT-v":ork). 

Los estudios cicntificos realizados a la fecha señalan que la melatonina se puede 
considerar corno un excelente n1arcador del ritrno circadiano. lo cual indica que ejerce un papel 
importante en el sistema central generador rit111os. 7 Por otro lado se han observado efectos 
significativos en el estado de ánin10. algunos reportes prclirninan.:s indican que la nielatonina 
inhibe la ovulación 14 por lo que puede presentar un posible efecto cobre ciclo ovulatorio D. otras 
observaciones relacionado con el sistcn1a endocrino. dosis a~udas ni crónicas de n1elatonina 
tuvieron efecto sobre las honnonas GJ-.--1. Ll-1. FSf-1. T4. tesÍosterona y conisol 1~. Estudios 
realizados por Tamarkin sobre la pinealccton1ia en ratas se presentó un. incren1ento de tumores 
malignos en los ovarios y glándulas tnamarias. estos turnares decrecieron dran1átican1ente cuando 
se les administró rnclatonina. 10 

l\.1as recientemente. la ncurohonnona rnelatonina ha rnostrado tener un efecto 
restaurador sobre la función del tin10 induciendo un crecimiento en la glil.ndula y recobrando la 
eficiencia inmunológica pt:riférica. -l'J 

En estudios realizados por l\.1acFarlanc y cols. J<J determinaron los niveles séricos de 
melatonina por radioinmunoensayo y se encontró que la n1elatonina se absorbe rápidamente tras la 
administración oral, y se observó que alcanza los niveles picos en 90 minutos tras una dosis de 2.3 
mg. f"ue de 2630 pg/mL y una dosis de 75 mg los niveles se elevaron hasta 64,730 pg/mL 
(niveles fisiológicos norn1ales 60-80 pg/n1L), después de la adrninistración de 2.5 n1g los niveles 
de melatonina retornaron a niveles fisiológicos en 7 horas y de 75 mg el nivel plasmático se 
mantuvo en 298 pg/ml a las 9 horas, por lo que la vida media de la melatonina en dosis de 2.5 mg 
se estimó ser de 7 horas. 
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.... Otras investigaciones realizadas en sujetos ancianos (69 a 93 años). con problemas de 
insomnio 2·i se les ad111inistró n1clatonina por lihcración controlada. para mantener las 
concentraciones sCricas cfCctivas durnntc toda la noche los valores absolutos de pico n1áximo de 
secreción fueron bajas ( O. CJJ rncg/ hora ) con1parados con los ancianos sanos ( 3. 7 rncg/hora ). 

Según .Ardcnt. la vida rncdia que posee es una vida media de 40 a 50 min .• las 
concentraciones alcanzan su pico n1úxi1110 en :!O 111inutos. después de la administración oral y 
caen rápidarncntc a 111cdida que avanza Ja noche '' 

La síntesis de la rnclatonina no súlo se realiza en la glándula pincal. al parecer también 
se produce en la n.:tina. 1•1 en las gJúndulas 1 fanJcrianas. :::.i sin ernbargo parece ser que estos 
órganos no influyen en los niveles sangu1neos de la rnelatonina. '1 tarnbién se han rcponado 
estudios de producción de r11elatonina en el tracto gastrointL~stinal. en el SNC y en los eritrocitos. 

La ruta rnctabólica de Ja síntesis de la rnclatonina en el organisn10 está bien estudiada. 
El arninoúcido triptofitno es forr11ado dcsdc Ja circulación hacia la glándula pineal. se cree que 

sea por un 1necanisrno de transpone acti"\·o La recaptura dd triptófano hacia el n1elanocito esta 
bajo control de receptores noradrcné-rgicos. pero al pan:ccr no se iff\:olucra al i\i\.1P cíclico 7 La 
adn1inistración de triptófitno incrcrncnta las conc..·cntracioncs de serotonina en la glándula pincal. '' 

Este increrncnto de scrotonina depende del n10111cnto luz-obscuridad. en el cual se 
haya adrninistraclo el triptófiino. 1 ·1 Después de su entrada al pincalocito. el triptófi1no es 
hidroxiJado para forn1ar 5-hidroxitriptófano. con'\:ersión que dcpencle de la enzirna 
triptófanohidrolasa (TI I). 

La actividad de esta enzima es regulada por receptores beta adrcnCrgicos.~' r\1 
parecer en alguna especies, Ja actividad de la --rH pincal se incrcrnenta durante la noche DcspuCs 
de Ja formación del 5-hidroxitriptóf"hno (51-f"r). Cstc es descarboxilado por la enzin1a 5 f-ITP 
descarboxiJasa Jo que resulta es Ja producción de serotonina ( 5 1-IT ). \X En general la actividad de 
esta enzin1a es rnuy alta en tejido pincal pero no parece obscrv·ar un nivc..!1 de actividad carnbiantc 
con el ciclo luz-obscuridad .w La scrotonina sigue "\·arias vías de n1ctabolisn10. una de ellas es la 
acetilación por la enzirna N-acetil-transfcrasa (N.AT) para producir N-acctil scrotonina. el 
precursor inn1cdiato de la n1clatonia ~~. Fue dcn1ostrado por prin1era vez en J 970 que la actividad 
de la Nr"\T n1ucstra un ciclo de :24 horas. en la glúndula pincaJ."''." Este incrcn1cnto noturno de 

NAT es iniciado por la liberación de la noradrenalina. desde los ncrYios sirnpáticos 
postganglionares que inervan la glándula pinl!af por rncdio de los receptores beta adrenérgicos 
localizados en las n1cr11branas de los pincalocitos. lo cual dispara los n1ccanis1nos de segundos 
mensajeros .r\.1\.1P ciclico lo que flnalrnentc resulta el incrernento de la actividad de la NAT. ~.:: 

Adicionahncnte. la noradrcnalina estimula los receptores alfa adrcnérgicos 
desencadenando una cascada de procesos de segundos n1ensajcros ( por ejemplo diacilglicerol. 
inositol tri?osfato y ücido fost3.tidico) que potcncializan la estirnulación noradrenérgica para 
estimular la actividad de la NA T. 22 Otros neurorreccptores pueden estar involucrados en la 
regulación de la actividad de la NAT pineal ( GABA ) que puede disminuir la actividad de la 
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NAT. ~ 1 El p~ptido vasointestinal vasoactivo aumenta la actividad de la NAT por un mecanismo 
indiferenciado. 21 

Tarnbién las prostaglandinas E y F han sido in1plicadas en el control de la 
N-acetilación de la scrotonina pincal. alterando la sensibilidad del pincalocito a la noradrenalina. $o 

A diferencia de otras horn1onas la 111clatonina no se almacena • una vez que se 
produce se excreta a la circulación. los niveles pincales y séricos de mclatonina siguen un curso 
paralelo. 

La nu:latonina es rápidan1cntc rnctabolizada en el higado y en n1cnor grado en el SNC 
y sus metabolitos son excretados por la orina. :w sólo el l ~'O de la n1clatonina es excretada por la 
orina sin sufrir cambios. En el hígado presenta una hidroxilación seguido de una conjugación 
sulf..."lto-glucoronidasa. siendo el principal 111ctabolito hepático el sulfi1to de 6-hídroximelatonina ó 
6-sulfatohidroxi111clatonina (6-Sl-ll\.1 ). 4 :! sin crnbargo en el SNC el n1etabolito mas común es el 
N-acetil 5metoxikyunurcnlina Se ha cstin1ado que el rango de excreción urinaria del 6-Sl-Il\.1 en 
adulto de an1bos sexos está entre 6.J-J0.9 rncg/hrs. Rccicntcn1cnte se ha detectado otro 
metabolito. el :2-hydroxin1clatonina. "l 

En estudios realizados en sujetos sanos con un detallado análisis de la cxcrec1on de 
6-Sl-IJ\.1 fue de un 80~-'Ó en excreción urinaria total se presentó durante el priodo de obscuridad. 1 

MECANISMO DE ACCJON 

Los prin1eros estudios en hu1nanos sugirieron un posible mecanismo de acción de la 
melatonina en la regulación del inicio del sueño. 1 el incrcn1ento noturno de la producción pineal 
de melatonina está bajo control de la inen.·ación sirnpática de la glándula pineaL 6 Se cree que la 
iniciación de los ritn1os de secreción de n1elatonina están bajo control del núcleo supraquiasmá.tico 
en el hipotálan10. Las proyecciones caudales del núcleo supraquiasn1ático (NSQ) incluyen una 
sipná.sis con otro núcleo hipotalán1ico; el núcleo para-ventricular (NP\l), posteriormente se 
establece una sipnilsis con la columna intcrr11cdiolatcral de la sustancia gris de la médula cen.·ical 
toráxica. De aquí se envían fibras prcganglionares que abandonan la médula cervical para 
establecer sipná.sis con células postganglionarcs en Ja cadena cervical simpá.tica. Finaln1ente. las 
fibras postganglionarcs llegan a la glándula pineal en el hipotúlan10. :t 4 Durante el periodo de 
obscuridad ~ la iniciación de potenciales de acción en el sistcrna sirnpático causa la liberación de 
noradrenalina hacia los receptores noradrenérgicos en la mcn1brana celular del pinealocito. lo que 
deriva en síntesis de melatonina .. 'l 5 Durante el día. la actividad neural de las fibras simpáticas 
que terminan en la pineal. es suprimida por la luz cuya inforn1ación procede desde Ja retina por 
medio del núcleo supraquiasmútico. 

La mayoría de los trabajos hacia el control de sistemas que generan ritn1icidad~ en 
Hámsters~ se identificó una área del hipotá.lamo anterior relacionado íntimamente con las 
respuestas del fotoperiodo. que es diferente de los que generan el ritmo circadiano en el SNC 
donde existen respuestas bioquímicas como resultado a enlaces de melatonina a receptores. 39 
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EFECTOS COLATERALES 

La administración de melatonina puede producir efectos sobre el estado de ánimo. 
particularmente en el nivel de alerta. 

Ardcnt y col. han estudiado las posibles complicaciones de la administración exógena 
de rnelatonina y el ritrno circadiano. 7 Este estudio confirmó los efectos de Ja melatonina sobre la 
fatiga y la sornnolcncia,, en donde se obscn..-ó un incremento en la íatiga experimentada al 
anochecer. adcn1ás se observó una 111odificación del rnomento de secreción de prolactina. que 
consistió en un declinamicnto mas temprano en su periodo de secreción noturno. 

Por otro lado no se observaron efectos significativos en el estado de ánimo. de igual 
manera. las hormonas lutcinizantc. testosterona. la del crecimiento. tiroxina y cortisol. no 
sufrieron ningún can1bio. Se adrninistró melatonina por un mes a dosis de 2 rng diarios por las 
tardes. no se presentaron electos sobre el crecirniento horn1onal. 62 el tiempo de liberación de 
prolactina .fue ligeran1entc modificado. f,i-c En voluntarios sanos. la melatonina produce efectos 
sedantes comparables a los producidos por dosis clínican1entc electivas de hipnópticos. La 
melatonina carece de efectos adversos sobre la men1oria. :r;o 

Varios estudios sugieren que a dosis altas de n1elatonina puede disminuir ligeramente 
la secreción de gonadotropina e incrementar el crecin1iento y secreción de la prolactina en el 
hombre.' 4 

TOXICIDAD. 

No se presenta toxicidad en humanos. Se administraron dosis muy altas en roedores y 
sólo se logró tener una toxicidad extremadamente baja. 17 Tampoco existen contraindicaciones en 
su empleo en personas sanas. 36 Se han administrado grandes dosis en personas con Parkinson 
observándose solo ligeros electos. 49 En pacientes depresivos altas dosis presentan aumento de 
depresión al atardecer. 6 ' 
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11.2 VAl.llJAC/ÓIV 

La validación de métodos analíticos es la evidencia documentada por estudios de 
laboratorio de que las caracteristicas del con1portamiento del método,. satisfacen los 
requerimientos para las aplicaciones analíticas deseadas. 

La validación la poden1os dividir en : 

Validación Retrospecth·a 

Validación prospectiva 

Validación Retrospectiva Es la evidencia documentada, basada en los datos 
acumulados de producción .. análisis y control de que un producto ya en distribución está. siendo 
fabricado con efectividad 

Validación Prospectiva .- Es la evidencia documentada que demuestra~ a través de un 
plan experimental.. que las operaciones cumplen consistentemente con el objetivo de su 
existencia"'·"6

. 

Sistema de Revalidación .- Debido a que la validación de un proceso no le da carácter 
de perpetuidad se deberá contar con un sistema de Aseguramiento de Calidad. el cual advierta la 
necesidad de una revalidación cada vez que ocurran cambios en la formulación. empaque. 
manufactura o equipo que pudieran afectar las características del producto. La magnitud de la 
revalidación dependerá. de la naturaleza de los cambios y cómo impactan en cada una de las etapas 
de producción que se han calificado. 

La validación prospectiva de un proceso requiere de la calificación de cada uno de sus 
elementos principales y la importancia de éstos resulta relativa de un proceso a otro (figura 1) . 
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Conclusiones 
Aprobadas 

Figura 1 Proceso de Validación Prospectiva. 
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En el laboratorio , los métodos y procedimientos analíticos constituyen el proceso que debe 
ser controlado . La validación garantiza que la mctodologia en1pleada logre producir los mejores 
resultados anatiticos en cada caso específico. Para ello. todas las variables del método deben 
considerarse y de acuerdo a la USP XXII estos son: precisión. exactitud, limite de detección. 
limite de cuantificación, especificidad, linealidad y tolerancia 

La infonnación que se requiere para la validación de un n1étodo analítico depende de la 
aplicación deseada y en base a esta los procedimientos de ensayo se han clasificado en las 
siguientes categorías: 

CATEGORÍA! 

Métodos analíticos para la cuantificación de los principales componentes del fármaco 
o de los principios activos (incluyendo conservadores) en productos íarmacéuticos terminados . 

CATEGORÍA 11 

l\1étodos analíticos para la detenninación de impurezas en fármacos o productos de 
degradación en el producto farmacéutico~ incluyendo ensayos cuantitativos y pruebas de limites . 

CATEGORÍA III 

Métodos analíticos para la determinación de las características del comportamiento 
del producto (pruebas de disolución, liberación de íármaco, etc.) . 
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Para cada una de estas categorías los requisitos de validación son diferentes. En Ja 
tabla 1 se encuentran los parámetros necesarios para la validación de método analíticos en base a 
1&.ii categorías mcncicaadas . 

TABLA 1 

PARÁMETROS NECESARIOS PARA LA VALIDACIÓN DE MÉTODOS ANALiTICOS. 

e A T E G o R l A 

11 

PARAJ\1ETRO Prueba de 111 

Cuantitativa Limite 

Precisión sí sí no sí 

Exactitud si si 

Lin1ite de 

detección no no SÍ 

Limite de 

Cuantifivación no sí no 

Especificación sí sí sí 

intervalo sí sí 

Linealidad sí sí no 

Tolerancia sí sí sí sí 

• puede o no requerirse. dependiendo de la naturaleza del análisis particular. 

La validación de n1étodos analiticos debe asegurar que el método~ instrumentos~ 
disolventes, reactivos y todos los materiales utilizados durante el análisis son adecuados para el 
compuesto analizado 

13 



) 

11.2.t CLAS ... ºICACIÓN DE LOS PARÁMETROS DE VALIDACIÓN • 

Los parán1etros de validación se dividen de la siguiente manera9 en base a las 
características que evalúan el cornpot1amiento del método : 

1. Parámetros que evalúan si el sistcn1a es adecuado: 

ESPECI FICI DAD 

LINEALIDAD 

LIMITES DE DETECCIÓN Y DE CUANTIFICACIÓN. 

2. Parámetros que evalúan la efectividad del proceso de preparación de la muestra . 

EXACTITUD 

3. Parámetros que incluyen aspectos relacionados al sistema. al proceso de preparación de la 
muestra y al analista : 

PRECISIÓN 

TOLERANCIA 

14 
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11.2.2 DEFINICIONES EMPLEADAS EN LA VALIDACIÓN DE MÉTODOS 
ANALÍTICOS IX.>J.37•2 >.24 . 

ESPECIFICIDAD 

Es la habilidad de un método analítico para obtener una respuesta debida únicamente a la 
sustancia de interés y no a otros componentes de Ja muestra,. Jos excipientes,. las sustancias 
relacionadas, solventes residuales y compuestos de síntesis los cuales no deben interíerir ni 
influenciar el resultado analítico . 

LINEALIDAD 

La linealidad de un sistema o 1nétodo analítico es su habilidad para asegurar que la 
respuesta analítica es proporcional a la concentración de la sustancia dentro de un intervalo 
determinado . 

INTERVALO 

El intervalo esta definido por las concentraciones superior e in.f"erior de la sustancia 
(incluyendo estos niveles ) en el cual se ha demostrado que el método es preciso. exacto y lineal 

EXACTITUD 

Es el grado de concordancia entre un valor obtenido experimentalmente y el valor de 
ref"erencia. Se expresa como el por ciento de recobro obtenido del análisis de muestras a las que 
se les ha adicionado cantidades conocidas de la sustancia. 
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PRECISIÓN 

La precisión de un método anaJitico es el grado de concordancia entre resultados 
analíticos individuales cuando el procedimiento se aplica repetidamente a dif'erentes muestreos de 
una muestra hon1ogénea del producto. Usualmente se expresa en términos de desviación estándar 
o de coeficiente de variación . 

La precisión es una medida del grado de rcproducibilidad y/o repetibilidad del método 
analítico bajo las condiciones nonnales de operación . 

REPETIOIL.IDAD 

Es Ja prec1s1on de un método analitico expresada como la concordancia obtenida entre 
determinaciones independientes realizadas bajo las mismas condiciones (Analista~ tiempo~ 
laboratorio . etc. ) 

PRECISIÓN INTERMEDIA 

Es la prec1s1on de un método analítico expresada como Ja concordancia obtenida entre 
determinaciones independientes realizadas bajo condiciones dif'erentes (Analista9 tiempo , equipos, 
etc_ )~ en un mismo laboratorio. Conocida anteriormente como reproducibilidad . 

REPRODUCIBI L.I DAD 

Es la precisión de un método analítico expresada corno la concordancia obtenida entre 
determinaciones independientes realizadas en diferentes laboratorios, y bajo condiciones 
diferentes (analista. tiempo, equipos, ) . 
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LÍMITE DE DETECCIÓN 

Es la n1ínin1a concentración de una sustancia en una muestra Ja cuaJ puede ser detectada , 
pero no necesariamente cuantificada <o bajo las condiciones de operación establecidas . 

LÍMITE DE CUANTIFICACIÓN 

Es la menor concentración de una sustancia en una muestra que puede ser determinada 
con precisión y exactitud aceptables bajo las condiciones de operación establecidas . 

TOLERANCIA 

La Tolerancia de un método analitico es el grado de reproducibilidad de los resultados 
analíticos obtenidos por el análisis de la misma muestra bajo modificaciones de las condiciones 
normales de operación._ tales como diíerentes temperaturas, lotes de reactivos, columnas, sistemas 
de elución • tipos de empaque . 

ESTABILIDAD DE LA ~1LIESTRA 

Es la propiedad de una muestra preparada para su cuantificación, de conservar su 
integridad fisicoquímica y Ja concentración de Ja sustancia de interés7 después de almacenarse 
durante un tiempo determinado bajo condiciones especificas . 
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111 . .JUSTIFICACIÓN 

El egresado de la especialización en estadística aplicada a la salud~ debe ser capaz de 
realizar docencia y asesorias en cstadistica para la investigación en el campo de la salud y 
conducir sisten1as de intOrn1ación en el arca de la salud. 

El trabajo füé realizado para dar curnplirnientoa la especialización y al mismo tiempo 
para reportar la aplicación que el profCsional egresado de la especialización tiene la capacidad de 
lograr los tres objetivos. Este trabajo se ubica en la faceta de asesoría para el trabajo de 
investigación en el arca de la salud. 

Con10 resultado de la tendencia hacia la calidad total . en los últimos años Ja industria 
farn1acéutica ha sufrido una in1portantc transfr1rrnación debido principalmente a la creciente 
demanda de nuevos y rncjorcs 111cdica111cntos y a las exigencias de las oficinas gubernarncntales 
en relación a los controles que deben llevarse a cabo durante la fabricación y el análisis de los 
medicamentos con objeto de tener en d rnercado tOrrnulaciones que curnplan con el propósito 
para el cual fueron diseñadas y· que no existan variaciones de lote a lote del rnisrno producto 

Es por ello que debe tenerse un perfecto control sobre todos Jos parámetros 
involucrados en la fi1bricación de un 111edica111ento, partiendo desde el diseño. la etapa de 
desarrollo y la validación de rnétodos analiticos El presente trabajo sólo toca una pequeña pane 
de todo el engranaje involucrado en la producción de un 111cdicarncnto de calidad. la validación 
de un rnCtodo analítico 

En particular se trata de la validación del 1nétodo para cuantificar n1elatonina por 
espectrofoton1etría (U\/) en fonna f'annaceutica tabletas. el cual satisface la necesidad del 
laboratorio de contar con un 111étodo de análisis que cumple con las panicularidades ser rápido. 
económico y de sencilla realización. logrilndose a travCs de esto obtener un producto de calidad y 
a un menor costo. lo cual es n1uy in1ponantc para cualquier laboratorio fi1rmacéutico 

Por otro lado la validación de este n1étodo pern1ite cun1plir con los requerimientos 
oficiales solicitados por las autoridades sanitarias las cuales exigen que todos los procesos 
Farmacéuticos sean validados. 
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IV. OB.JETIVO 

1) IMPLEMENTAR UN MÉTODO DE CUANTIFICACIÓN DE MELATONINA EN TABLETAS 
UTILIZANDO MÉTODO ESPECTROFOTOMETRICO ( UV ) _ 

2) VALIDAR EL MÉTODO IMPLEMENTADO DEMOSTRANDO SU APLICACIÓN CON FINES 
DE CONTROL DE CALIDAD DE MELATONINA 3 mg I TABLETA_ 
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V. M E T O D O L O G Í A 

V.1. PRUEBAS PRELIMINARES 

V. J. J.- Calibración del equipo a utilizar . 

-cspectrofotón1ctro n1arca spectronic 21 

balanza analítica n1arca n1ct1Jcr 

V. 1.2- Análisis y especificaciones de las n1aterias primas: 

- principio activo 1\1clatonina 

Se analizó de acuerdo a las rctCrcncias bibliográficas investigadas9 -' 9 •34 . .54..3 3 

especificaciones del proveedor y las rnétodos generales de an~ílisis (l\...fGA) internas de la empresa. 

V.2. DESARROLLO DEL ~I ÉTODO 

V.2.1- Valoración de n1elatonina en producto tern1inado. 
La técnica de valoración a desarrollar es Ja siguiente : 

Valoración de l\.felatonina. 

Solución de referencia . Pesar exactan1cntc 30 n1g de Std de referencia de Melatonina y disolver 
en 30 mL de etanol y diluir cuantitativamente con agua~ hasta obtener una concentración de 30 

mcg/mL. 

Preparación de la muestra . Pesar y triturar no menos de 20 tabletas. pesar el equivalente a 3 
mg de rnelatonina. transferirlos a un rnatraz volun1étrico de J 00 n1L. agregar 30 mL de etanol. 
agitar durante JO minutos y Uevar al aforo con agua destilada. filtrar y obtener una concentración 
final de 30 mcg/mL. 
Procedimiento Leer en el cspectrotbtómctro en Ja región UV a una longitud de onda de 307 
nm . Calcular la cantidad en mg de Melatonina en la porción de muestra tomada. por medio de la 
siguiente :formula DC(Am/Arcf) en donde C es Ja concentración en g/mL de J\felatonina en Ja 
solución de ref'erencia D es el lactar de dilución de la muestra An1 y Aref' son las absorbancias 
obtenidas con Ja solución de Ja muestra y Ja de ref"ercncia respectivamente . 
Ver diagrama en Ja pagina siguiente . 
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TÉCNICA DIE ANÁLISIS DIE PRODUCTO TIERl\llNADO C1'11ELATONINA ) 

TABLETAS DE MELATONINA 

PESAR UNA MUESTRA 
EQUIVALENTE A 3 mg DE 
MELATONINA. 

¡ 
COLOCAR LA MUESTRA 
EN MATRAZ VOLUMETRICO 
DE (100 mL) 

i 
AGREGAR 30 mL DE ETANOL 
Y AGITAR DURANTE 10 
MINUTOS. 

AFORAR CON AGUA 
DESTILADA Y FILTRAR 

¡ 
OBTENER UNA 
CONCENTRACIÓN FINAL DE 
30 mcg/rnl. 

SUSTANCIA DE REFERENCIA 

PESAR 30 rng DEL ESTÁNDAR Y 
COLOCARLOS EN UN MATRAZ 
DE IOOmL 

AGRAGAR30mlDEETANOL 
Y DISOLVER. AFORAR CON 
AGUA DESTILADA. 

j 
OBTENER UNA 
CONCENTRACIÓN FINAL DE 
30mcg/ml 

LEER EN EL ESPECTROFOTOMETRO A 
307 mn. 
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V.3 VAl.IDACIÓN DEL l'\'U°:TODO ANALÍTICO 

El n1étodo a vaJidar es para aplicar en control de calidad~ por lo que se realizaron Ja determinación 
de los siguientes parún1ctros analíticos : 

V.3.1 ESPECIFICIDAD 

V.3.2 LINEALIDAD DEL SISTEMA 

V.3.3 PRECISIÓN DEL SISTEMA 

V.3.4 LINEALIDAD DEL l\.1ÉTODO 

V.3.5 EXACTITUD DEL MÉTODO 

V.3.6 PRECISION INTERMEDIA 

V.3.7 TOLERANCIA 

V.3.8 ESTABILIDAD DE LA MUESTRA 

El análisis de resultados se llevó a cabo por el método computarizado "VALIDA" elaborado por 
el Centro A.F. de Estudios Tecnológicos S.A. 

V.3.1 ESPECIFICIDAD 

a) Preparar placebos del producto . 
b) Identificar la respuesta del activo, y si procede de los excipientes y/o de otras sustancias 
presentes(para control de calidad y estabilidades) 
c) En caso de contar con los posibles productos de degradación, preparar muestras con placebo 
"añadidon de éstos y la sustancia de interés y analizar con el método propuesto . 
Si no se cuenta con Jos productos de degradacióny es necesario degradar la muestra bajo 
dif'erentes condiciones (para indicadores de estabilidad) . 
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En este caso especifico~ el placebo y la muestra se expusieron 3 condiciones diferentes y envases 
de plástico pvc . 

Condición 
1) Luz blanca 
2) 45 "C 
3) 60 "C 

Criterio: 

Período 
30 días 
30 días 
30 días 

Envases 
Plástico(pvc) 
Plástico(pvc) 
Plástico(pvc) 

Confirmar que el método desarrollado es capaz de cuantificar la sustancia de interés sin que exista 
inteñerencia de otras sustancias presentes . 

V.3.2 LINEARIDAO DEL SISTEMA: 

A) Se prepara una solución patrón de nuestro principio activo. 

B) Se preparan 5 concentraciones (80, 90 , 100 , 1 1 O y 120 °/o) por duplicado a partir de nuestra 
solución patrón utilizando diluciones en la cual deberá estar incluido el 100 °/o de la íorrnula 
unitaria. 

C) Se analizan estas diluciones de acuerdo a la técnica establecida y se realiza por triplicado. 

D) Se construye la curva de calibración a partir de los datos obtenidos. 

E) Demostrar mediante una prueba estadística que la respuesta determinada va de acuerdo con la 
respuesta esperada o la desviación con respecto a la lincaridad no afecta los resultados en la 
región normal de análisis por mas de +/- 3 o/o . 

Procedimiento cstadistico ver anexo 2 página (57) . 

CRITERIO 

cv 1.5 ':~ 

r 0.99 0.98 
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V.3.3 LINEALIDAD DEL MÉTODO 

A) se detern1ina a partir de placebos adicionados de cuando menos 3 dif'erentes cantidades de la 
sustancia de interés ( placebos cargados ) . Cada uno de manera independiente y haciendo el 
análisis por triplicado . 

B) Las concentraciones de los placebos cargados deben ser adecuadas para que. utilizando el 
método propuesto . las concentraciones de las soluciones finales a analizar estén dentro de la 
linealidad del sistema. incluyendo sicn1pre la correspondiente al 100 º/o . 

Procedin1icnto estadístico ver anexo 2 página (60) . 

CRITERIO 

Al graficar la cantidad adicionada contra cantidad recuperada : 

m B o 0.98 

Los cv a cada nivel y los globales deben estar de acuerdo a la siguiente tabla . 

MÉTODOS PROMEDIO CV 
DE RECOBRO 

CROMATOGRÁFICOS 98-102 % 2o/o 

TITULOMETRICOS 98-102 % 2% 

QUÍMICOS Y 97-103 °/o 3o/o 
ESPECTROFOTOMETRICOS 

MICROBIOLÓGICOS 95-105 ~/º 5% 
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V.3.4 EXACTITUD 

A) Se debe analizar cuando menos 6 placebos cargados con el 100 o/o del principio activo 
(3mg/100ml). de manera independiente. por un mismo analista y en las mismas condiciones de 
análisis. 

B) Un analista debe de preparar de manera independiente. por lo menos 6 placebos adicionados al 
100 o/o de la cantidad del principio activo indicada en la fonnula unitaria y recuperar la sustancia 
de interés rnediantc el n1étodo de n1edición. bajo las n1ismas condiciones de análisis . 

Procedin1iento estadistico ver anexo 2 página (61) 

CRITERIO. 

Los porcientos de recobro deben encontrarse en el intcr..·alo indicado en la tabla anterior 

V.3.5 PRECISIÓN DEL SISTE!'\.IA DE MEDICIÓN 

A) Se determina por el análisis sextuplicado de una misma solución estándar correspondiente al 
100 % establecido en la linearida del sistema 

Procedimiento estadístico ver anexo 2 página (61) 
CRITERIO 
CV 1.5 °/o 

V.3.6 PRECISIÓN INTERMEDIA (ANTES REPRODUCIBILIDAD) 

Analizar una muestra homogénea del producto tern1inado cercana al 1 00 % de la concentración 
teórica. el análisis debe realizarse por dos analistas en dos días diferentes • por triplicado cada dia 
y realizando tres lecturas de cada muestra. Uno de los analistas puede ser un quimico del 
departamento de control de calidad para efectuar al mismo tiempo la transferencia del método 
analítico. 

Nota : para que esta prueba tenga validez es necesario contar con la técnica definitiva escrita y 
que el analista Ja siga al pie de la letra . 
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,, Procedimiento estadistico ver anexo 2 . 

CRJTERJO: 

El cv total debe cumplir con Jos siguientes criterios . 

METODOS 

CROMA TOGRÁFICOS 

TJTULOMETRICOS 

QUiMICOS Y ESPECTROFOTOMÉTRICOS 

MICROBIOLÓGICOS 

V.3.7 TOLERANCIA 

cv 

2% 

2 % 

3 % 

5 % 

Se analiza una muestra por triplicado en las condiciones normales enseguida se analizan 
muestras modificando dichas condiciones . 

Se calculan Jos porcentajes promedios obtenidos para Ja condición normal y para las 
condiciones modificadas . 

CRITERIO 

La diferencia entre el promedio de las condiciones normales y las modificadas no debe ser 
mayor al porciento indicado en Ja siguiente tabla (magnitud del erecto ) . 
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METODO 

.CROMATOGRÁFICOS 

QUÍMICOS Y ESPECTROFOTOMÉTRICOS 

MICROBIOLÓGICOS 

MAGNITUD DEL 
EFECTO 

+/- 2 º/o 

+ I - 3 °/o 

+ 1- 5 °/o 

Un método to1erablc debe proporcionar desviaciones entre laboratorios ligeramente mas grandes 
que las obtenidas en el 111isn10 laboratorio . 

V.3.8 ESTABILIDAD DE LA ~lllESTRA ANALITICA 

Se analiza una n1ucstrn por triplicado en las condiciones normales. en seguida se 
aln1acenan las n1ucstras bajo diferentes condiciones con10 por cjen1plo~ temperatura ambiente. 
refrigeración • protegidas de la luz . cte .. al cabo del ticn"lpo detcr111inado reanalizarlas bajo las 
mismas condiciones de opcracion . utilizando una solución de referencia rccicntcn1cntc preparada 
para cada condición . 

La determinación debe ser efectuada por el misn10 analista 

CRJTERJO 

La diferencia entre el promedio de las condiciones normales y el promedio de obtenido a 
cada condición no debe ser mayor al porcicnto indicado en la siguiente tabla ( magnitud del 
efecto). 

METODOS 

CROMATOGRÁFICOS 

TITULOMÉTRICOS 

QUÍMICOS Y ESPECTROFOTOMÉTRJCOS 

MICROBIOLÓGICOS 

27 

MAGNITUD DEL 
EFECTO 

+ / - 2o/o 

+/- 2o/o 
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VI . RESULTADOS 

Vl.1 CALIBRACIÓN DE INSTRUMENTOS 

IV. 1.1. BALANZA ANALÍTICA MARCA METTLER 

MARCO DE PESAS 
1.- O.OIOOg 
2.- 0.0500g 
3.- O.IOOOg 
4.- O.SOOOg 
5.- 1.0000g 
6.- 5.0000g 
7.- IO.OOOOg 
8.- 20.0000g 
9.- 50.0000g 
10.-100.0000g 

LECTURA DEL INSTRUMENTO 
00.0!0g 
00.050g 
00.IOOg 
00.500g 
01.000g 
05.000g 

10.0005g 
20.000g 
50.000g 

100.000g 

J\.1arco de pesas utilizado : Marca ; Sartoris Clase E2 . 

IV. 1 .2 ESPECTROFOTÓMETRO ESPECTRONIC 21 

Se preparó una solución de K ,Cr, 0 7 a partir de esta obtienen 5 dilusiones teniendo 
concentaciones de 8, 16,24,36, y 40 mg / litro. Estas son leidas en el espectrorotómetro a una 
longitud de onda de 370 nm y graficar resultados 

Concentración 
( mg/ 1) 

8 
16 
24 
36 
40 

Ver gráfica Anexo 1 

Absorbancias 
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0.236 
0.473 
0.685 
0.899 
1.193 
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Vl.2 ANALISIS DE ESPECIFICACIONES 

DEPARTAMENTO DE CONTROL DE CALIDAD ,\'."Al.ISIS So. 

:\ICc·~ .. : 
HJo:J•::'\tPJ.,\7_\. ,\: 

REPORT•: FISICO-QUIJ\llCO DE 

FOH.:\-1.\. :-o;n.: 
J\tAT•:RIA PRIJ\.IA 

J\l•:LATONINA 1 J"JH:\L\ 

CANTIDAD: PROVEEDOR: ¡ RLVIS/\J l/\ 

FECJI.\ UE E~TH ... '\.I>.\.: J l IH:\I,\ 

1.0TE l'IH :tVEl·:U< >I< A1 .. n1J.t1/'' 

1-·1-:c11.\. ni.: A~..\l.ISIS l'HO,f,\ 

LOTE INTERNO: 

REF.: U.S.P. XXII N.F. XVII; F.E.U.J\1. r,• EDICIÓN 

DETl·H\llS.·\<.'JC >:--..: 

DLSCRll'CJ<>S 

SOU 'lllUD.'\D 

ENSAYt>S DI'. IDE'.'.:TID.\D 

Tl·:~ll'l"'.RATUR,.\. I>E. FUSJO!\/ 

PE.ROJJ)A POR SECADO 
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VI.3 VALIDACIÓN DEL MÉTODO 

Vl.3.1 Especificidad del método 

Resultados analíticos de la muestra. y el placebo sometidos a diferentes condiciones . 

1) Resultados de la muestra : 

Condición Periodo Inicial Final 

Luz blanca 30 días 100.20 100.20 

A45ºC 30 días 100.20 100.12 

A60ºC 30 días 100.20 99.5 

A 70 +/- 5 º/oHR 30 días 100.20 90.2 

Aspecto de la muestra : Para cualquier condición ~ cumple con las especificaciones . 

Criterio de especificaciones : 

Tableta blanca o ligeramente color crema. sabor ligeramente característico sin aroma libre de 
partículas extrañas con bordes bien definidos 

2) Resultados del placebo: 

Se pudo comprobar con el método desarrollado. que no existen productos de degradación y/o 
sustancias relacionadas que interfieran con la cuantificación de Ja melatonina . 

Aspecto del placebo : Para cualquier condición.cumplen con las especificaciones 

Ver espectros en el anexo 1 
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Vl.3.2 Linealidad del Sistema 

1. PREPARACIÓN DE LA SOLUCIÓN STOCK 

Peso de Jd 
sustdncid de 

referencid __ (n1g) 

30 

Dilución 

100 

Sustancia de referencia 

Nombre : MELA TONINA 

Lote: Potencia: 

Datos del equipo : 

Concentrdción 

O.JO mg/mL 

99.0 

Equipo : ESPECTROFOTÓMETRO 

Marca: ESPECTRONIC 21 Código: 

TABLA DE DATOS 

Nivel ALICUOTA AFORO Concentración 

% ( mL) mL mcg/mL 

80 2 25 72 
90 9 100 81 

100 10 100 90 

l IO 11 100 99 

120 3 25 108 

Caducidad: 

I004329 

Elaboró:_MSRG _______________ Revisó:----------------

Firma/Fecha ______________ Firma/Fecha : ------------
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··, _, 

(Linealidad del sistcn1a) 
Se construyó un.> curv.1 de c.1lihr.1ción en c>I r.1ngo de 72 - 108 mcg/n1 L (80-120 % ) 

Nivel 

_J 
rrep Concentración Rt:;~p·_esta 1 Factor 
No ( mcg/mL) ( Absorbanc1a ) 

1 
(Respuesta I 

Concentración ) 

xo ¡1 7:2 o -l70 ¡u oot.5:! 

80 2_ 72 ti -i71 jo ow.s.i 

xo I' 72 O·l1>•J Joout..-;I 

<JO I' X 1 i" >21 ! O IHh•·l 1 

tJ() ¡2 XI (1 :"22 l ti'~º'_:'·' 
•)() i' XI i'•="'l'J 1~1 ( 11 lr_•_·-lO j 
)(){) _j I i'Hl lº ="'7:' [!! tl(¡r,\X J 
11)(} ¡2 i''" () :;;.-; l 11 (J(lt> \X 

)()() I' j•H) i" '7• 1 () (J()t,11, 

1111 ji !'''' je) t>2X l IJ IU lt. 1-l 

110 12 [''''. jc> t•2H !o 001.1.1 

110 ___ p __ 
---- _J'''' ]" h27 I'' ()f)(,,, 

1211 ______ j 1 1 o:i-: ¡1111X11 ¡o 1)(1t.2'J 

120 ¡2 j tox lº t.7•} ¡o 11tlf>2X 

--,__ -----=-~ -===-==--=---==-=-= 

Ordenada al origen 0.05033 Pendiente 0.00583 

RESULTADOS CRITERIO 
--· ... 

Coeficiente de ¡1 3 1.5 °/o 
Variación (C.V.) 

. -
Ordenada al origen (b) 0.05033 -------
Pendiente (m) 0.00583 -------
Coeficiente de 0.99992 
determinación ( r=) 0.98 

Resultado: Existe relación lineal entre la respuesta y la concentración en el inten..talo de 72 
mcg/mL a 108 mcg/mL 

(Linealidad del sisten1a) 
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TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA (ANADEVA) 

FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE F 
VARIACIÓN LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS 

-·-·--·- -- - ---
1 0.08311 0.08311 61043.83 

REGRESIÓN ---·------ - - -- - - - -- -- ---- -------
- __ ,. ___ -- --- -- -------·-- ---

ERROR DE 13 0.00001 o 
REGRESIÓN 

FALTA DE 3 o o .51852 
AJUSTE 

ERROR 10 0.00001 o 
PURO 

Determinar en la tabla de la distribución .. F .. los valores para · 
F ( gl r. gl er; O.O 1) y F (gl la . gl cp . 0.05 ) : 

F (l. 13; 0.01 ) = 9.07 
F(3. I0;0.05)=3.71 

61043.83 9.07 
Si Fr F ( gl r • gl er ; O.O 1 ) : 

o 51852 3.71 
Si Ffa F ( gl r, gl er; O.OS ) 

Existe una relación altamente significa -
tiva entre la cantidad adicionada y la 
propiedad medida . 

No existe falta de ajuste a la relación Ji -
lineal simple cantidad adicionada propie­
dad medida 

Resultado: Existe relación altamente significativa de la cantidad adicionada 
(mg) y absorbancias . 
El modelo lineal representa de manera correcta la relación entre 
absorbancias con mg. 
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-
Vl.3.3 Linealidad del J\1élodo 

l. PREPARACIÓN DE LA SOLUCIÓN REFERENCIA 

Peso de ]d 

sustancid de 
referencia (m~) 

30 

Dilución 

100 

Sustanciu de ref"ercncia 

Nombre : J\fELA TONINA 

Lote : 86H0329 

Datos del equipo : 

Concentrc.1ción 
n1cg/111L 

30 

Potencia : 99.0 

Equipo : ESPECTROFOTOMETRO 

Marca : ESPECTRONIC 21 Código : 

Caducidad: 

1004324 

R;ongo de J;o curva de calibr;oción : 270mg/100mL - 330mg/100 mL (90-1.1.0°/o) 

Nivel Peso Peso ALICUOTA AFORO Concentración 

'~· activo excipientes (rnL) (mL) (mcg/mL) 
(mg) (mg) 

90 270 roo 3 100 81 

100 300 100 3 100 90 

110 330 100 3 100 99 

Firma/Fecha: ___________ _ Firma/Fecha:------------
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Curva de calibración Cantidad adicionada contra cantidad recuperada 
(Linealidad del mctodo) 

Nivel Cantidad Cantidad 
adicionada Recuperada 

(mg) (mg) 

90 267.30 267.8919 

90 267.30 J268 3974 

90 267.30 271 .4300 

100 /297 00 _ j_=_9.-j,6!l_l_I 

100 297.00 295.1866 

100 297.00 298.7245 

o/o 
Recuperado 

J 100 22_ 

10041 

101.54 

99.38 

100.58 

110 J.326.70 326.5249 99.94 

llO /32670 328.5464 100.56 

- - __ __j 

"=l='=º================~/=3=2=6==7=º==============='=J==3=1=.=5=7='=J_=~~==~====~-l_i_c!~l=O==l=4==9=================" 

De la grafica cantidad adicionada contra cantidad recuperada 

Linea de regresión ·Y~ 1.0040 *X -0.1093 

Ordenada al origen -0. 1093 Pendiente : 1.0040 

RESULTADOS CRITERIO 

Coeficiente de 0.80 2.0 o/o 
Variación (C.V.) 

- -
Ordenada al origen (b) -0.1093 aprox =O 

Pendiente(m) 1.0040 aprox = 1 

Coeficiente de 
determinación (r) .9905 0.98 
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(Lindidad del m.;rodo) 

TABLA DE ANAl"ISIS DE VARIANZA (ANADEVA) 

FUENTE DE GRADOS DE SUl\IA DE l\IEDIA DE F 
VARIACIÓN LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS 

1 5331.188 5331.188 804.5558 
REGRESIÓN 

-·- -··- --·- ·-

ERROR DE 7 51.125 6.62625 
REGRESIÓN 

--· - -- -·· 

FALTA DE 1 21 .0937 21.0937 4.2143 
A.JUSTE 

-· 

ERROR 6 ~30.031~ 5.0052 
PURO 

Determinar en Ja tabla de la distribución .. F .. los valores para 
F ( 1, gl er; 0.99) y F (gl fa. gl ep; 0.95) 

F (l. 13; 0.99) = 9.07 
F(3, I0;0.95)= 6.55 

~8~0~4=. 5~5~5=8 __ 9. 07 

Si Fr F ( gl r. gl er ; O. 99 ) : 

4.2143 6.55 
Si Ffa F(glr,gler;0.95) 

Existe una relación altamente significa -
tiva entre la cantidad adicionada y la 
propiedad medida . 

No existe falta de ajuste a Ja relación li -
lineal simple cantidad adicionada propie­
dad medida 

Resultado: Existe relación altamente significativa de la cantidad adicionada 
(mg) y absorbancias . 
El modelo lineal representa de manera correcta la relación entre 
absorbancias con mg a 
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Vl.3.4 EXACTITUD 

Se deter111inó analizando 111uestras de placebo adicionadas con el ingrediente activo a tres 
diferentes concentraciones (90-110 •Yo) y analizadas con el método propuesto., en relación 
con una solución de referencia .. 

.. .. Nivel Cdnhddd 
ddicionddct 
(mg) 

Cdntiddd 
Re<.-uperddd 

(mg) 
Recuperddo Desviiación 

(~ó) 

Dift:>rencid 
promedio 

(?ó) 

Pron1edio 
(?ó) 

90 267.30 267.8919 100.22 0.22 

90 267.30 268.3974 100.41 0.41 ¡ioo.72 

90 267.30 271.4300 j 101.54 1.54 

100 297.00 J2~:7()()() j IOJ.01 j 1.01 ... J L 
100 297.00 /298.0350 _poo.44. 

- - ~ ·- - - -
100 297.00 j301.6980 /101.68 p_oo.81 .J 
100 297.00 J2~8.7010 jl00.67 _J0.67 _ _J ____J 
100 297.00 298.7010 100.67 0.67 J 
100 297.00 298.0350 100.44 0.44 1 
110 326.70 326.5249 j_99.9_4. -0.06 J __ _J_ 
110 326.70 328.5464 100.56 0.56 0.49 /100.49 

110 326.70 331.5795 \ 101.49 1.49 1 

RESULTADOS CRITERlO .. 

Promedio de recobro 100.81 97-103o/o 
(100%) 

Desviación estandar 0.47 2% 
(100%) 

Repetibilidad del Método +/- 0.92 2% 
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-. Precisión <tel sistema al 100 °/o 

Concentración ; 30 rncg / mL (Nivel 100 % ) 

... 
Respuesta 

• ¡o.575 . _ _J 
... 0.575 

0.573 

0.574 
. 

0.572 

0.571 

Promedio 0.573 

C.V. 0.3 <?~ 

Criterio 
CV J.5 °/u 

Resultado: El sistema es preciso a la concentración de 30 rncg/mL (Nivel IOO'Yo) 

) 

) 
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Precisión intermedia del método para MEL.:~TONINA 30n1g/IOOmL. 

La precisión del método se evaluó analizando seis muestras • por dos analistas leyendo cada una 
de estas tres veces . 

No. de analistas : n = 2 
No. de muestras: n1 = 6 
No. de réplicas: 1 = 3 

Muestra No. 1 

1 99.81 

2 1o1.02 

3 99.46 

4 1o1.37 

5 99.07 

6 98.54 

Muestra No 1 

1 100.40 

2 100.96 

3 100.20 

4 100.70 

5 101.40 

6 100.40 

Promedio total : 100.31 o/o 

cv total 

Reproducibilidad Interanalista 

Reproducibilidad Interdia/analista 

No de Lote: 32P123 
Cantidad 

Analista No. 1 

2 3 

99.98 100. 15 

100.67 100.67 

99.64 99.46 

100.84 101.02 

98.89 99.07 

98.72 98.54 

.A.nalista No. 2 

2 3 

99.80 100.90 

101.30 101.50 

100.20 100.07 

J00.94 100.70 

JOI .40 100.94 

JOl.66 100.94 

0.8827 

1.2641 

1.5663 

200 feos.de Tabletas 
3 mg 

Promedio 

99.98 

100.78 

99.52 

1o1.07 

99.0) 

98.60 

Promedio 

100.36 

1o1.25 

100.15 

100.78 

1 01.24 

101.00 

Criterio : Coeficiente de variación menor al 2% 
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Precisión interntedia 

TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA (ANADEVA) 

FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE F 
VARIACIÓN LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS 

1 2.8359 2.8359 8.3448 
ANALISTA 

--· ··-

2 0.6796 0.3398 O.S321 
DIA 

8 5.1093 0.6386 --
ERROR 

Deterrninar en la tabla de la distribución ... F .... los ''alores 11ara : 
(l)F ( gla. gl d; 0.05) y (2) F (gl d. gl e; 0.05) 

sustituyendo : 
(l)F (l. 2; 0.05) = 18.5 
(2)F (2 • 8 ; 0.05 ) = 4.46 

Si Fa F ( gl a • gl d ; 0.05 ) : 
8.3448 18.5 

Si Fd 
0.5321 

F ( gl d • gl e; 0.05 ) 
4.46 

y Fa= 8.3448 
Fd = 0.5321 

El método analitico es reproducible por los 
analistas 

El metodo analítico es reproducible en dis -
tintos días por un rnisrno analista .. 

Resultado : El analista no presenta efeeto sobre la valoración . 
No existe erecto de los días para un analista en la valoración .. 
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Tolerancia 

Se evaluaron tres muestras a las que se les modifico el pH (3,5) y la temperatura (50- 4 ºC) 

muestra/condición 
l\<luestra Muestra 2 1\1uestra 3 

Analisis Inicial 100.02 100.22 100.07 

pH 3 100.89 1o1.23 100.72 

desviación entre la ... · 0.87 1.01 0.65 
co11dicio11e.•• iniciales y la ... · 
e 11sc~\. •cu.las 

pH 5 99.00 98.82 98.48 

dt!.\"Viación L•111re la.\· -1.02 -1.40 -1.59 
co11dicio1u!.\' 

iniciales y las en ... ·ayadu.,· 

4ºC 100.75 100.40 100.09 

50 ºC 101.95 101.90 102.10 

de.••viación entre /u.\· 1.73 1.18 2.02 
co11dicio11e ... · 

iniciales y la .... · ensayadas 

Criterio : La diferencia entre el promedio de las condiciones normales y las modificadas no debe 
ser mayor a +/- 3 % . 

Resultado: Se considera que el metodo analítico propuesto es tolerable a la modificación de pH y 
temperatura 9 puesto que no hay alteraciones significativas en los resultados obtenidos . 
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Estabilid"d de l:t solución dz las muestras d1- l\IEL.ATONINA 

Se almacenaron soluciones listas para ser rncdidas de las muestras asi como también de las 
sustancias de retCrencia en su prirncra y segunda dilución y se almacenaron durante 24 horas en 
refrigeración cuantificandolas con soluciones de referencia recientemente preparadas . 

Condición 

Analisis inicial 

Soluciones de refCrcncia 
almacenadas durante 24 horas en 
refrigeración 
(segunda dilución) 

LJe.•.;1·iació11 entre la <..'011c.li<..·1011 
inic..·ial y la e11sc1..1 ·cu/a 

Soluciones de referencia 
almacenadas durante 24 horas en 
temperat~!~ _ ~~bi_entc . 

Desviación entre la co11Jiciá11 
inicial y la e11sa_\'L1da 

Muestras almacenadas en matraz 
y en refrigeración durante 24 
horas. 

l 

1\11 

100 50 

101 .02 

De .... ·viació11 ''11/rc la crnuliciá11 0.52 
inic.:ial y la e11.w.r_vaclc.1. 

Muestras almacenadas en matraz 100.3.::! 
y a temperatura ambiente 
durante 24 horas 

lDesviació11 entre la co11dició11 O. 1 8 
inicial y la e11.\·a .. :vada 

M2 

100.33 

100.67 

o 34 

100. 15 

0.18 

M3 REF REF 2 

100.50 100 100 

99.93 
99.95 

0.07 0.05 

99.77 99.82 

0.23 O. 18 

100.67 

0.17 

100.15 

0.35 

Criterio : La diferencia entre los valores iniciales y a Ja condición ensayada de­
ben ser menores a 2o/o . 
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VII. DISCUSIÓN 

Especificidad 

Criterios: 
J. Confirmar que el método desarrollado es capaz de cuantificar la sustancia de interés sin que 
exista interferencia de otras sustancias presentes . 

Dictamen : Cumple 

2. Verificar que los productos de degradación y/o sustancias relacionadas._ no interfieran con la 
cuantificación de Ja sustancia de interés utilizando el método desarrollado . 

Dictamen : Cumple 

Por lo tanto. el método propuesto para Jl-fELATONINA. se considera especifico y puede ser 
utilizado corno indicativo de estabilidad. 

Parámetro 
cv 
r ,.., 
m 

Linearidad del sisten1a 

Criterio de aceptación 
J.5% 
0.99 
0.98 
o 

Resultado 
1.3 

0.999 
0.999 
0.005 

De acuerdo a Jos resultados obtenidos el sistema espectroíotométrico~ angina una respuesta 
lineal de melatonina~ en el inten.ralo de 72 - 1 08 rncg/mL en cuyo punto intermedio se encuentra 
el 1 00 % de la cantidad a cuantificar por el método de análisis. 
La linealidad del sistema nos indica la existencia de la correlación entre la concentración y la 
respuesta obtenida de melatonina. Una linea recta que pase por el cero, indica una linealidad 
apropiada del instrumento dentro del intervalo establecido. 
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Parámetro 
m 
b 
r 
% de recobro 
cv 

L.inearidad del 111étodo 

Criterio de aceptación 
aprox. 1 
aprox.O 
0.98 

97-103 o/o 
3% 

Resultado 
1.004 

-0.109 
0.990 

100.37 
O.SO 

La linealidad del método nos demuestra la capacidad del método de proporcionar resultados 
directamente proporcionales a la concentración de n1elatonina en la muestra dentro del intervalo 
de concentración establecido. De acuerdo a los resultados de Jos parámetros evaluados el método 
se considera lineal. ya que la relación de la cantidad recuperada en f'unción de Ja cantidad 
adicionada~ presenta el comportarnicnto de una linea recta . 

Parámetro 
o/o de recobro 
CV 

Exactitud 

Criterio de aceptación 
97-103 % 
3% 

Resultado 
100.81 

0.47 

El método es exacto por lo que existe una corcondancia absoluta entre el contenido de melatonina 
obtenido al aplicar el método a la muestra y el valor verdadero del contenido del analito en fa 
muestra . 

Parámetro 
cv 

Precisión del Sistema 

Criterio de aceptación 
1.5% 

Resultado 
0.3 

Con los resultados de esta prueba queda establecido que el sistema espectrorotometrico elegido es 
capaz de detectar siempre Ja misma cantidad de la sustancia de interes~ con minima variación. 
cuando es analizada repetidamente. 
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Parámetro 
cv 

Precisión lnterrnedia 

Criterio de aceptación 
2% 

Resultado 
0.88 

Existe precisión del método analitico ya que el resultado se encentro dentro de Jos limites de 
aceptación9 por lo que podemos decir que existe concordancia entre determinaciones 
independientes~ realizadas bajo condiciones dif'ercntcs de operación aplicados solo en nuestro 
laboratorio _ 

Tolerancia 

Se considera que el método analítico propuesto es tolerante a la modificación de temperatura 
y pH 9 pues no hay alteraciones significativas en la respuesta obtenida _ 

Estabilidad de la muestra 

Parámetro 
MAGNITUD 
DEL EFECTO 

Muestra( T.A. "C) 
Muestra(Refrigeración) 
Reíerencia(T.A." C) 
Ref'erencia(Refrigeración) 

Criterio de aceptación 

+/- 2o/o 

Resultados 
( % ) 

0.18. O. 18. 0.35 
0.32 .0.34. O. 17 

0.3 . 0.38 
0.68. 0.51 

La muestra probó ser estable a temperatura ambiente y en refrigeración. 
DICTAMEN: Cumple 
Las soluciones de ref'erencia sometidas en refrigeración_ 
DICTAMEN: Cumple 
Las soluciones de ref'erencia a temperatura ambiente 
DICTAMEN: Cumple 
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CONCLUSIONES 

En base a los resultados obtenidos con los diferentes parámetros calificados. en la 
validación del método analítico por cspcctrofbtomctría en la región de UV para la determinación 
de la melatonina queda establecido. que la capacidad del método satisface Jos requisitos para las 
aplicaciones analíticas para el cual fue diseñado_ 

Así pues .. el método analítico probado es especifico .. reproducible .. sencillo. sensible .. 
rápido y confiable facilitando el análisis de un médicarncnto en tabletas que contienen 
MELATONINA. ademas resultó exacto. repetible y lineal en el intervalo de 80 a 120 % 
cumpliendo con Jos requisitos necesarios para ser empicado en el análisis de control de calidad 
de este medicamento así como su empico en la determinación de estabilidad acelerada del 
producto. 

La mayor parte de las decisiones que s<:: toman en Ja función de calidad,. como en la 
mayoria de las demás áreas reposan en una base estadística .. por lo que el principal componente 
en un programa de validación de métodos analíticos es el recurso humano. dicho recurso debe 
tener conocimientos en estadística que le ayuden a tomar decisiones al anli7..ar la información 
proveniente del estudio de los parámetros analíticos por experimentación. 

La aplicación de los modelos estadísticos. asi como su interpretación. resulta ser toda una 
metodología científica para la validación de procesos y métodos analíticos. en la industria 
Farmacéutica. Lo anterior implica un programa de capacitación permanente .. o de la captación 
de especialistas en estadística. por Jo que este trabajo demuestra que existe una vinculación entre 
los programas impartidos en la especialización en ESTADÍSTICA APLICADA A LA SALUD y 
el perfil de egresados requerido no sólo en el área de la salud. sino tambiCn en la magnufatura 
de medicamentos. 
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Grafica de calibración del Espectrofbtómetro Espectronic 21 
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Quantification Method Date 04/04 / 97 

Calibration curve: 
r·· i 

07 

06 

05 

04 

03 

02 

o' 

o : 
t"'-0--.-..----..--,----~~.-

' '- o ··-----·-1º-------~~--·- 30~---~40~-

Correlation coefficient: 1.00000 

Time 14:02:30 Page 2 of 2 

Calibration equation Conc. 131.73000 % * Abs 

# Standard Name CONC. (%) Absc::280nm> %Error 

1 MELATONINA 99.00000 0.75155 0.00 

___ .. 
' 

Calibrat:ed at:: Dat:e 04/04/97 Time 14:01:01 Operat:or: FARCORAL 

*** End Quantification Method *** 
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Quantif ication Method Date 04/04/97 Time 14:02:30 Page 1 of 2 

Method :file FARCORAL.M Last update: Date 04/04/97 
14:01:01 

Information 
Operator 
Product 

Default: Method 
FAR CORAL 
UV-Visible ChemStation 

Prompt fer sample information on 

Prompt far s~andard information: on 

Spectrophotometer 
Instrument 
Acquisition range 
Interval 
Integration Time 
Std. Deviation 

8453 
190 to 1100 nm 
1 nm 
0.5 s 
On 

Data Aro.alysis 
Data Type 
Display spectrum 
Used Wavelength 
Background correction 

Absorbance 
190 to 500 nm 
280 nm 
non e 

Analyt.e name 
Concentration unit 
Calibration Curve 

Standard Spectra: 
~---- --- -MELAT-ÓÑiNA- --·-----

3 

25 

,f 2 .. 

1 5 -Ji' 
·< ' ) 

CONC. ... 
Linear (Beer' s law) 

Time 

05 -: 
o ---~~~--~~~~~~~~~~~/ 

200 250 300 350 450 Wavelenath Cnm) 
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Quantif ication Report Date 04/04/97 Time 14:04:49 Page 1 of 1 

Method file FARCORAL.M Last update: Date 04/04/97 Time 
14:01:01 

Information Default Method 

Data File c:untitled> 

9v:~rla~d~ .,s~~fA1;.~Ni~fMePc~_ra .. ----- -·-------------· --------- --·--·-- ·¡ 

35 

3 

;f 2: ;/; 
li~ , 5 ~ 

MELATONINA-TAB 
MELATONINA-EST 
PLACEBO 

\ 
\ 
\ 

,~ t r· 
05 

\ .. -----............ 
¡ o 

'---- - ___ :?00 250 -----~300~ 

Analyte name CONC. 
Calibration equation: Cene. 

350 

131.73000 % * Abs 

400 

Calibrat:ed at Date 04 /04 /97 Time 14:01:01 Operator: FARCORAL 

# 

1 
2 
3 
4 

Name 

MELATONINAMP 
MELATONINA-TAB 
MELATONINA-EST 
PLACEBO 

Report generated by 

Dilut:.. Factor 

1.00000 
1.00000 
1.00000 
1.00000 

FAR CORAL 

CONC. (%) 

99.34000 
101.93000 
107.94000 

0.98904 

Signature: 

*** End Quantification Report *** 
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Abs<280nm> 

0.75413 
0.77380 
0.81944 

7.5083E-3 

1 
! 
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ANEXO II 
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PROCEDIJJIIENTOS ESTADÍSTICOS 

LINEALIDAD DEL SISTEMA 

1) Tabular los rcsuhados con base al sigui en le formara: 

Cantidad adicionada 
(x) 

Propiedad ncdida 
(y) 

Total 
(Yi) 

2) Calcular la suma de Ja canlid:1d adicionado• (Sx). la sun1a de cuadrados de la cantidad adicionada {Sx2 ). la 
sutna de la pl'"opicdad mdida (S.y>. la surna de cuadr;1dos de la propiedad n1cdida (Sy 2 ). Ja sun1a del producto de Ja 
cantidad :1dicionada por la propiedad mcdid:1 (Sxy). la stuna de cuadrados de los totales (SVi 2 ) y dctcrn1inar el 
nú1ncro de conccmracioncs (r) y el nlm1cro de pares ordenados ( n=rt ). 

3) Calc;ular el valor de Ja pcndicnlc (111) y el valor de 1;1 ordcnad;1 al or-igcn (b) con Jas siguientes ecuaciones: 

n1 = --------------------

b 

CONSTRUCCIÓN DE LA TABLA DE ANÁLISIS DE VARIANZA 

4) Calcular la su1na de cuadrados de regresión (SCr) y la sunm de cuadrados del error de regresión (SCcr) con Jas 
siguientes ecuaciones: 

SCr m•Sxy + b( Sy) - (( Sy¡2 In ) 

SCcr = Sy 2 - m(S'-")') - b(Sy) = 

5) Calcular Ja sun1.a de cuadrados del error puro (SCcp) y la sun1a de cuadrados de Ja falta de ajuste (SCfa) con Jas 
siguicnles ecuaciones: 

SCcp = Sy2 - (( Syi 2J /r) 
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sera = Seer - secp 

donde " r" = níuncro de rcali;,..acioncs 

6) Constn1ir la tabla de an:\Jisis de varian;...a ( ANDEVA) 

FUENTEIJE GRAIJOS IJE SUAIA IJE MEDIA IJE 

VAIUACIÓN LlllERTAIJ CUAIJRAIJOS CUAIJRAIJOS 

REGRESIÓN ser MCr 

ERROR DE n-2 SCer MCer/gler 

REGRESIÓN 

FALTA DE ( n-2)-t(r-1) SCfa MCfa/glfa 

AJUSTE 

ERROR t( r-1 ) SCep l\.1Cep/glep 

PURO 
7) Dctcnninar en la tabla de distribución de "F" los valores para F (gl r, gl cr: O.Ol ) y 
F < gl fa, gl cp; o.o5¡ 

F ( Ln-2; o.ol ) 

F (( n-2) - t( r-1 ). t(r--1); 0.05) 

8) Establecer la decisión con base a Ja siguiente regla; 

F 

Fr=SCr/l\.1Cer 

Ffa=MCfa/MCep 

Si Fr > F (glr, flcr: n.ot ): Existe una relación altamente significativa cnu-c la cantidad adicionada y la propiedad 
n1cdida. 

Si Fr < F (gl.-. glcr: O.O 1 ): No existe una .-elación altamente significativa entre la cantidad adicionada y la 
pl"opicdad medida.. 

Si Fía 
n1cdida. 

Si Ffa 
medida. 

F{glr; glcr: 0.05): Existe falta de ajuste a la relación lineal simple a Ja cantidad adicionada propiedad 

F (glr.glcr:0.05 ): No existe falta de ajuste .a la relación lineal sin1ple cantidad adicionada propiedad 

9) Calcular el coeficiente de dctcrn1inación (R 2 ) a través de la siguiente ecuación: 
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., ( n(S"-y) - (Sx)(Sy) 2 ) 

R2 - -----------------
(n(Sx2) - (Sx>2 (n(sy 2 ) - (Sy) 2 ) 

LINEALIDAD DEL MÉTODO 

1) Tabular los datos en base al siguicruc formato: 

Placebo cargado con el principio activo. 

Cantidad adicionada (x ) 

xi l. x12............. . .. xi n 
x21. x22 •.................. x2n 
x3 l. x.32........... . .. x..Jn 
xtl •.......................... xtn 

Concentración obtenida usando el método propuesto. 

Cantidad recuperada ( y) 

yl 1,y12 •..... . ...... yin 
y21. y22 ..................... y2n 
y:l L y:l2. . ........... y:ln 
ytl ... ...................... yt-n 

r = NUmcro de cantidades adicionadas (concentraciones conocidas) 
n = Nútncro de replicaciones (cantidad recuperada) por cada cantidad adicionada 

2) Calculas prclirninarcs: 
Correlacionar la cantidad adicionada (x) vs la cantidad recuperada lV) y obtener tn.b y r 2 

3) Cálculos prelin1inarcs para el coeficiente de variación. 

3.1 Calcular el porcicnto recuperado R para la cantidad recuperada con la siguiente ecuación: 

R - (x/y) IOO 

3.2 Calcular la desviación cstandar del porcicnto de recobro y el coeficiente de variación. 

<:ER):ER) 
R----

DE - N(L. R2) - (:E r) 2 

DE 
cv (---)100 

R 

58 



CONSTRUCCIÓN DE LA TABLA DE ANÁLISIS DE VARIANZA. 

Seguir el procedimiento que se realiza en linealidad del sistema. 

EXACTITUD AL 100 % 

1) Tabular los resultados del porciento recuperado®, con base al siguiente formato: 

Rl,R2,R3, ... ... ,RN 

2) Cálculos preliminares: 

R= (~R)!N 
!.{:E R' )-<:E R¡' 

DE = ( .V<.V ll } l /2 

3) Cálculos finales: 

Coeficiente de variación 

CV= (~()100 

PRECISIÓN DEL SISTEMA 

Procedimiento para evaluar la precisión del sistema de medición: 

1) Tabular los resultados con base al siguiente formato: 

PROPIEDAD MEDIDA 
(y) 

59 



.... 

.... 

.... 

.... 

) 

2) Calcular la suma de la propiedad medida (SY), la suma de los cuadrados de la propiedad 
medida (Sy 2 ) y determinar el número de mediciones (n). 

Sy Sy' - ------------------------------------

n = ------------------------

3) Calcular el valor de la media arimética (y) y de la desviación estándar de la propiedad medida 
con las siguientes ecuaciónes: 

4) Calcular el valor del coeficiente de variación (CV) con al siguiente ecuación: 

CV= JIOO 
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PRECISIÓN fNTERJ\1EDIA 

En este caso se evalúo el efecto del analista sobre el método en diferentes días. se está observando 
el comportamiento del n1étodo con dos factores fundan1entales. 
Un n1étodo es reproducible en cuanto a los factores que se analizan y no en otros. 
Para el caso particular del análisis con dos analistas en dos días diferentes y con tres realizaciones 
cada uno. se realiza un anit.lisis de varianza que se describe a continuación. 

El modelo hipotético que representa este caso es el siguiente: 

Yijk =u+ a.i + i'./(1)+E K(!J) 

donde: 

Y!jk = Es el ensayo de la sustancia de intercs (l\-1ELA TONINA). de la Késima muestra analizada 
por ésirno analista. en el jésimo día. 

u = media poblacionaldel ensayo de la sustancia de interes (MELA TONINA). de la muestra 

cu = efecto del analista en el ensayo 
(donde i = 1. ..a) 

a/(1) = efecto del día anidado del analista 
(donde j = 1 .. d) 

E K(ij) = error del método analítico 
(donde K = l. .... r) 

a= número de analistas (donde a= 2 ) 
d = número de días ( donde d = 2 ) 
r =número de replicaciones (donde r = 3) 

El siguiente procedimiento únican1cnte es aplicable cuando se utilicen 2 días, 2 analistas y 3 
determinaciones. 
Cuando de utilicen un número distinto de días y/o analistas y/o recobros por analista y día, se 
sugiere se consulte a un cambio en el estadístico. 
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1. Tabular los resultados con base en el siguiente formato: 
DIA ANALISTA 1 ANALISTA 2 

2 

2. Cálculos preliminares 

y ... = yl l J+yl 12+yl l3+yl21+yl22+yl23+y211+y212+y213+y221+y222+y223. 

CALCULAR 
Y .. 

y 

N 

.'-'(:!:.R')-<LRJ' 
DE= ( .vc.v-1) ) 112 

3 Cálculos finales 

Coeficiente de variación total. 

CV= (~~)100 
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4. Para establecer las fuentes de variación del método se necesita una estadística adicional para la 
prueba de precisión especificamente de la precisión intermedia . 

4.1. Calcular la suma de las combinaciones: Analista-día (Yij.), así como la suma para cada 
analista (Yi..), la suma total de los datos (Y ... ) y la suma de cada dato elevado al cuadrado 
(SSSYijk) 2 

VI .. = 
Y2 .. = 
Y .. 

SSS YijK2 

YI l. 
Yl2. 
Y21. 
Y22. 

4.2 Calcular la suma de los cuadrados del analista (SCa) con la siguiente ecuación: 

SCa = (Syi 2 •. ) / (dr) - (Y 2 .•. ) / (dra) 

Donde: r = Número de realizaciones 
d Número de días 
a = Número de a nalistas 

4.3 Calcular la suma de cuadrados del día anidado en el analista (SCd), por medio de la siguiente 
ecuación: 

SCd (SS Yij. 2 )) - (SS Yij. 2 ) Ir 

4.4 Calcular la suma de cuadrados del error (SCe), con la siguiente ecuación: 

SCe = (SSSYijk 2 ) - (SSYij. 2 ) / r 
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CONSTRUCCIÓN DE LA TABLA DE ANALISIS DE V ARJANZA 

4.5 Con los datos anteriores, construir la tabla de Análisis de Varianza (ANDEV A). 

TABLA DE ANDEVA 

Fuente de Grados de Suma de J\.1cdia de 

variación libertad cuadrados cuadrados F cal Fcri 

Analista gla=a-1 sea= J\.1Ca=SCa/gla Fa=MCa/l\1Cd Fgla,gld 0.05 

Dia gld=(d-1 )a SCd = MCd=SCd/gld Fd=MCd/J\,JCe Fgld,gle 0.05 

Error gle=(r-l)ad SCe = J\.1Ce=SCc/gle 

HIPOTESIS 

A) Ho: No importa el eíecto del analista en un día determinado. 

Ha: Si importa el erecto del analistaen un día determinado 

B) Ho: El eíecto del día de acuerdo al analista, es el mismo, es decir, es reproducible el análisis 
de acuerdo al día por un mismo analista. 

Ha: El análisis no es reproducible de acuerdo al día que se realiza por un mismo analista. 
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4.6. Establecer las decisiones con base a las siguientes reglas: 

Si Fa>= Fgla,gld:0.05 El método analitico no es reproducible por los analistas. 

Si Fa< Fgla, gld: 0.05 El método analítico es reproducible por los analistas. 

Si Fa>= Fgld, gle;0.05 El método analitico no es reproducible en diferentes días por un mismo 
analista. 

Si Fa< Fgld, gle; 0.05 El método analitico es reproducible en distintos días por el mismo 
analista. 

4. 7. La magnitud de Ja variación en el método analítico debido a los analistas~ y entre Jos días 
por un mismo analista ; si el método no es reproducible por Jos analistas y/o entre días para un 
mismo analista? se calcula con las siguientes ecuaciones: 

Variación interanalistas: +/- ((MCa - MCd)/(r•d) ) "" 

Variación interdias para analista: +/- ( (Mcd - MCe)/(r) 112 
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