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RESUMEN

Normalmente las condiciones de operacion en el laboratorio de control analitico, requieren de
métodos robustos que puedan realizarse rutinariamente por diferentes quimicos sobre diferentes
instrumentos, estos elementos son importantes cuando se realiza el desarrollo de meétodos
quimicos analiticos a ser viables y asegurar la calidad y manufactura de formas farmacéuticas
establecidas y a disedar. La implementacion de un método analitico estara sujeto a variaciones,
por lo que es necesario validarlo.

En el disefio y manufactura de nuevos farmacos tiene especial importancia terapéutica la
Melatonina cuya fabricacion no solo esta confinada a la glandula pineal, también se puede
producir sintéticamente y llevarla a la industria farmaccéutica para su manufactura como
medicamento. Numerosos estudios clinicos indican que su accion terapdéutica es la induccion de
suefio en humanos; ademas muchas investigaciones se han centrado en los posibles efectos sobre
la pubertad y desarrollo, inhibiciéon ovulatoria, sistema endocrino, estado psiquiatrico,
enfermedades inmunitarias y los mas estudiados sobre el ajuste de el desequilibrio  en el ciclo
circadiano sueno vigilia producido por un cambio de fase forzado ( horario de trabajo o cambios
de uso horario en viajes intercontinentales).

L.a calidad en la fabricacion de tabletas de Melatonina forma parte el control analitico de su
valoracion quimica. Por lo tanto el desarrollo del método analitico debe ser wvalidado,
procedimiento con ¢l cual se logra la calidad, seguridad y efectividad especificada para el método
analitico.

Se desarrolld un método analitico por espectrofotometria en la region uv, realizando una
validacion prospectiva determinando su especificidad, exactitud, precision, linealidad y tolerancia.

En base a las necesidades y requerimientos del laboratorio se logré implementar un método
que resulto sencillo, sensible y especifico, rapido, confiable y con un considerable ahorro respecto
a otras metodologias analiticas , asimismo, ofrece un bajo consumo tanto en reactivos como en
tiempo, lo que significa menor riesgo para el analista, y mayor rapidez en los analisis .

Dado que el método cumplid con el parametro de linearidad en el intervalo de 80-120 %,
ademas de ser exacto y preciso, se considero como una metodologia que sirve para la
cuantificaciéon confiable de Melatonina en el analisis del control de calidad .




) ) ))

J o))

)

i)

Y

KUY

v

4

INDICE

I. INTRODUCCION
1. GENERALIDADES

1.1 FARMACOLOGIA DE MELATONINA

11.2 VALIDACION

11.2.1 DEFINICIONES EMPLEADAS EN LA VALIDACION
DE METODOS ANALITICOS

HI. JUSTIFICACION

IvV. OBJETIVO

V. METODOLOGIA ANALITICA

VI. RESULTADOS

VII. DISCUSION DE RESULTADOS
Vvill. CONCLUSIONES

IX. ANEXO 1

X. ANEXO 2

XI. BIBLIOGRAFIA

PAGINA

10

15

19

20

28

46

49

50

55

66




I. INTRODUCCION

Toda accion que se repite dos © mas veces estara sujeta a un fendmeno conocido como

"variacion " ya que es muy dificil que un mismo resultado de la accion en cuestidn se reproduzca
con la misma magnitud dos veces seguidas pues estara sujeto a un gran numero de factores que
provoca que no se den las mismas condiciones de la primera vez.
Afortunadamente existen procedimientos que nos permiten evaluar la variacion de un fenomeno
va que es reconocido que existe un comportamiento regular de la variacion de un fenémeno
cuando se reproduce en condiciones similares. A este comportamiento de le conoce como
Regularidad Estadistica. representada matematicamente como una funcioén de probabilidad. De tal
forma que durante un proceso de validacién se trata de conocer ¢l comportamiento de esta
variacion de causas asignables de aquellas causas debidas al azar.

Existen una diversidad de definiciones para el concepto de validacidén y todas ellas son
operantes debido a que manejan el mismo concepto, entre estas podemos mencionar:

a) La validacion es una forma de comprobar la efectividad y reproducibilidad de una técnica,
operacion o proceso .

b) Se dice que un proceso, técnica u operacion esta validado cuando se tiene bajo control

c) Procedimiento mediante el cual se documentan pruebas de que un proceso de fabricacién 6 un
meétodo de analisis rinden lo que de cllos se espera o requiere.

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

Son varias las razones por lo que la validaciéon es importante ; por mencionar algunas,
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 mas bajo .

3. Por principio de Aseguramiento de Calidad .- Cada paso del proceso de manufactura debe

estar bajo control , para tener la maxima probabilidad de que el producto terminado cumpla con
todas las especificaciones de calidad y disefio .



4. Para establecer una Regulacién Sanitaria: al resnecto en los Estados Unidos el gobierno exige
que todos los procesos farmacéuticos sean validados . Un requerimiento similar existe en otros
paises y ahora en México se empieza a oficializar dichos principios y esto dio origen a la creacion
de un Comité que se ha encargado de redactar Guias Generales de Validacion .

Los parametros de calidad son fisicos, biologicos y quimicos , aplicandose en estos
altimos los numerosos métodos analiticos, incluyéndose desde los métodos clasicos como el
gravimétrico , volumétrico, colorimétrico, hasta la instrumentacion mas sofisticada de gran
precisiéon y sensibilidad como la cromatografia de liquidos y gases *”. La eleccion del método
esta en funcién de las propiedades de la sustancia de interés;, pero también es determinante su
accesibilidad econémica '” . Por lo que la cuantificacion de los analitos en estudio requieren no
solo de la validacion de métodos farmacopéicos ,sino también de métodos alternativos, que sufren
modificaciones necesarias propias del laboratorio. De ahi que este trabajo de wvalidacidn de un
método analitico tiene el proposito de establecer a través de una evidencia documentada su
confiabilidad en base a la evaluacion de : precision , linecaridad , exactitud , especificidad ,
estabilidad y tolerancia , parametros reconocidos a nivel nacional e internacional .
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11 . GENERALIDADES

IL.1.1 MONOGRAFIA DE LA MELATONINA %!%16.3233.35.3031

NOMBRES QUIMICOS

N-acetyl-5-methoxytryptamine.
N-acetyl-O-methyl serotonina

FORMULA DESARROLLADA

CH3 CH2-CH2—NH—(f=O
CH3

FORMULA MOLECULAR
Ci3 H ;6 N2 O2
PESO MOLECULAR
2323

ASPECTO
Polvo blanco cristalino, libre de particulas extrafias .

SOLUBILIDAD :
Insoluble en agua, soluble en etanol, ligeramente soluble en propilenglicol,
insoluble en acetona y cloroformo .

practicamente



ENSAYO DE IDENTIDAD :
A. MGA 0351 . El espectro de absorcién en la region infrarroja de una dispersion de la muestra

en bromuro de potasio , exhibe maximo a la misma longitud de onda que una preparacién similar

de la Sref de Melatonina .
B. MGA 0361 El espectrofotometro en la region UV debe dar maximos y minimos que un Std
de referencia .

C. MGA 0241 .(capa delgada) LLa mancha con un R.f. aproximado 0.87 debe corresponder en
tamafio , color y R.f. ala mancha obtenida en el cromatograma de un std. de referencia .

TEMPERATURA DE FUSION :
MGA 0471 Entre  116-118 °C

pH
MGA 0701 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 Ila

mancha obtenida en el cromatograma con la preparacion de la muestra , con un Rf aproximado a
0.87 y que sea diferente de la mancha principal, no debe ser mas grande ni mas intensa, que la
mancha obtenida en el cromatograma con la preparaciéon II de referencia, lo que equivale a no

mas de 2 % de sustancias relacionadas .

PERDIDA POR SECADO

MGA 0671 No mas del 1 2 . Secar a 105 "C durante 2 horas .

VALORACION

Valoracién potenciométrica con acido percldrico

Pesar con exactitud aproximadamente 50 - 100 mg de sustancia y disolver en 40 mL de acido
acético glacial y 40 mL de anhidrido acético, mas 10 mlL de acetato mercirico. Valorar con

solucién 0.1 N de acido perclorico (en acido acético glacial). Preparar un blanco de determinacion
y hacer la correccién necesaria . Cada mi. de solucion de 0.1 N de acido perclérico es

equivalente a 23.23 mg de Melatonina .




Calculos :
La relacion usada es :
% 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 solucion de acido perclorico




11.1.2 FARMACOLOGIA

~

La capacidad de la melatonina para facilitar ¢l suefio fue notada por primera vez en
animales poco después de su aislamiento ¢ identificacion®”, los primeros estudios en humanos
también sugirieron un posible papel de la melatonina en la regulacién del inicio de sueiio! .

Aunque la administracion exogena de melatonina  afecta ¢l dormir y produce
somnolencia. no se sabe aun con certeza si la secrecion endogena de melatonina por la glandula
pineal altera el suefio en humanos. ™  Algunos estudios demostraron que el patron normal de
secrecion de melatonian esta elevado en individuos que cambian su horario de trabajo y que su
ritmo endogeno se secrecion de melatonina  depende de su patron diario de actividad,* ademas
se reporta una covariacion circadiana de fatiga y melatonina urinaria, vy sugirieron que la

melatonina esta involucrada en la regulacion del ciclo vigilia suefo.

Armstrong et al. 1986 han reportado efectos benéficos de la melatonina sobre viajes
intercontinentales ( jet-lag) en la latencia v calidad del sueiio.®  Arden y col.” reportaron que
dosis de melatonina administradas en horarios apropiados aceleran el ajuste de un desequilibrio en
el ciclo circadiano suefio-vigilia producido por un cambio de fase forzado (shettf-work).

Los estudios cientificos realizados a la fecha senalan  que la melatonina se puede
considerar como un excelente marcador del ritmo circadiano, lo cual indica que ejerce un papel
importante en el sistema central generador ritmos.” Por otro lado se han observado efectos
significativos en el estado de animo, algunos reportes preliminares indican que la melatonina
inhibe la ovulacion!® por lo que puede presentar un posible efecto cobre ciclo ovulatorio!?, otras
observaciones relacionado con el sistema endocrino, dosis agudas ni cronicas de melatonina
tuvieron efecto sobre las hormonas GH, LH, FSH, T4, testosterona y cortisol!'?. Estudios
realizados por Tamarkin sobre la pinealectomia en ratas se presentd un incremento de tumores
malignos en los ovarios vy glandulas mamarias, estos tumores decrecieron dramaticamente cuando
se les administré melatonina. '

Mas recientemente, la neurohormona melatonina ha mostrado tener un efecto
restaurador sobre la funcion del timo induciendo un crecimiento en la glandula y recobrando la
eficiencia inmunologica periférica.

En estudios realizados por MacFarlane y cols.*” determinaron los niveles séricos de
melatonina por radioinmunoensayo y se¢ encontro que la melatonina se absorbe rapidamente tras la
administracién oral, y se observo que alcanza los niveles picos en 90 minutos tras una dosis de 2.3
mg. fue de 2630 pg/mL y una dosis de 75 mg los niveles se elevaron hasta 64,730 pg/mL
(niveles fisiologicos normales 60-80 pg/mL), después de la administracion de 2.5 mg los niveles
de melatonina retornaron a niveles fisiologicos en 7 horas y de 75 mg el nivel plasmatico 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 estimo ser de 7 horas.
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Otras investigaciones realizadas en sujetos ancianos (69 a 93 afios), con problemas de
liberacion  controlada, para mantener las

insomnio?' se les administré melatonina  por
los valores absolutos de pico maximo de

concentraciones séricas efectivas durante toda la noche
secrecion fueron bajas ( 0.93 mcy/ hora ) comparados con los ancianos sanos ( 3.7 mcg/hora ).

Scuun Ardent, la vida media que posce es una vida media de 40 a 50 min., las
concentraciones alcanzan su pico maximo en 20 minutos, después de la administracion oral y
caen rapidamente

a medida que avanza la noche.”

saliza en la glandula pineal, al parecer también
21 sin embargo parece ser que estos
tambi¢én se han reportado

La sintesis de la melatonina no solo se
se produce en la retina, 'Y en las glindulas Harderianas,
organos no influyen en jos niveles sanguineos de la melatonina,?
de produccion de melatonina en ¢l tracto gastrointestinal, en ¢l SNC vy en los eritrocitos.

estudios

La ruta metabolica de la sintesis de la melatonina en el organismo esta bien estudiada.
tormado desde la circulacion hacia la glindula pineal, se cree que
I.a recaptura del triptofano hacia ¢l melanocito esta
7L
a

1.¢

+  El aminoacido triptofano ¢
sea por un mecanismo de transporte activo
bajo control de receptores noradrendrgicos, pero al parecer no se involucra al ANP ciclico
administracion de triptotano incrementa las concentraciones de serotonina en la glandula pinea

Este incremento de serotonina depende del momento luz-obscuridad, en el cual se
haya administrado el triptotano.!? Después de su entrada al pinealocito, el triptofano es
hidroxilado para formar S-hidroxitriptotano,  conversion  que  depende de la enzima

triptofanohidrolasa (TH).

La actividad de esta enzima es regulada por receptores beta adrenérgicos. ' Al
parecer en alguna especies, la actividad de la TH pincal s¢ incrementa durante la noche. Después
de la formacion del S-hidroxitriptofano (SHT), éste es descarboxilado por la enzima 5 HTP
descarboxilasa lo que resulta es la produccion de serotonina (5 HT),** En general la actividad de
esta enzima e¢s muy alta en tejido pinecal pero no parece observar un nivel de actividad cambiante
4 [_a serotonina sigue varias vias de metabolismo, una de ellas es la
N-acctil-transferasa (NAT) para producir N-acctil serotonina, el
42 Fue demostrado por primera vez en 1970 que la actividad
de la NAT muestra un ciclo de 24 horas. en la glandula pineal **  Este incremento noturno de
NAT es iniciado por la liberacion de la noradrenalina, desde los nervios simpaticos
postganglionares que  inervan la gliandula pincal por medio de los receptores beta adrenérgicos
localizados en las membranas de los pinecalocitos, 1o cual dispara los mecanismos de segundos
mensajeros AMP ciclico lo que finalmente resulta el incremento de la actividad de la NAT. 2

con el ciclo luz-obscuridad
acetilacion por la enzima
precursor inmediato de la melatonia

13f)

Adicionalmente, la noradrenalina  estimula los receptores alfa adrenérgicos

desencadenando una cascada de procesos de segundos mensajeros ( por ejemplo diacilglicerol,
inositol trifosfato y acido fosfatidico) que potencializan la estimulacion noradrenérgica para
estimular la actividad de la NAT.??2 Otros neurorreceptores pueden estar involucrados en la
regulacion de la actividad de la NAT pineal ( GABA ) que puede disminuir la actividad de la

7



NAT.? El péptido vasointestinal vasoactivo aumenta la actividad de la NAT por un mecanismo
indiferenciado.?!

También las prostaglandinas E y F han sido implicadas en el control de la
N-acetilacion de la serotonina pineal, alterando la sensibilidad del pincalocito a la noradrenalina. ¢

A diferencia de otras hormonas la melatonina no se almacena , una vez que se
produce se excreta a la circulacion, los niveles pineales y séricos de melatonina  siguen un curso

paralelo.

La melatonina es rapidamente metabolizada en el higado y en menor grado en el SNC
y sus metabolitos son excretados por la orina,’” sélo el 1% de Ja melatonina es excretada por la
orina sin sufrir cambios. En el higado presenta una hidroxilaciéon seguido de una conjugacion
sulfato-glucoronidasa, siendo el principal metabolito hepatico el sulfato de 6-hidroximelatonina 6
6-sulfatohidroximelatonina (6-SHNMN ), sin embargo en el SNC el metabolito mas comuin es el
N-acetil_Smetoxikyunuremina . Sc¢ ha estimado que ¢l rango de excrecion urinaria del 6-SHM en
adulto de ambos sexos esta entre 6.3-30.9 mcw/hrs. Recientemente se ha detectado otro
metabolito, el 2-hydroximelatonina. *?

En estudios realizados en sujetos sanos con un detallado analisis de la excrecion de
6-SHM fue de un 80%% en excrecion urinaria total se presento durante el priodo de obscuridad.!

MECANISMO DE ACCION

Los primeros estudios en humanos sugirieron un posible mecanismo de accion de la
melatonina en la regulacion del inicio del sueio,! el incremento noturno de la produccién pineal
de melatonina esta bajo control de la inervacion simpatica de la glandula pineal.® Se cree que la
iniciacion de los ritmos de secrecion de melatonina estan bajo control del nucleo supraquiasmatico
en el hipotalamo. Las proyecciones caudales del nucleo supraquiasmatico (NSQ) incluyen una
sipnasis con otro nucleo hipotalamico. el nucleo paraventricular (NPV), posteriormente se
establece una sipnasis con la columna intermediolateral de la sustancia gris de la médula cervical
toraxica. De aqui se envian fibras preganglionares que abandonan la meédula cervical para
establecer sipnasis con células postganglionares en la cadena cervical simpatica. Finalmente, las
fibras postganglionares llegan a la glandula pineal en el hipotalamo.* Durante el periodo de
obscuridad , la iniciacion de potenciales de accion en el sistema simpatico causa la liberacion de
noradrenalina hacia los receptores noradrenérgicos en la membrana celular del pinealocito, lo que
deriva en sintesis de melatonina.?® . Durante el dia, la actividad neural de las fibras simpaticas
que terminan en la pineal. es suprimida por la luz cuya informacion procede desde la retina por
medio del nucleo supraquiasmaitico.

La mayoria de los trabajos hacia el control de sistemas que generan ritmicidad, en
Hamsters, se identificé una arca del hipotalamo anterior relacionado intimamente con las
respuestas del fotoperiodo, que es diferente de los que generan el ritmo circadiano en el SNC
donde existen respuestas bioquimicas como resultado a enlaces de melatonina a receptores.*?



EFECTOS COLATERALES

La administraciéon de melatonina puede producir efectos sobre el estado de animo,
particularmente en el nivel de alerta.

Ardent y col. han estudiado las posibles complicaciones de la administracién exégena
de melatonina y el ritmo circadiano.” Este estudio confirmo los efectos de la melatonina sobre la
fatiga y la somnolencia® en donde se observo un incremento en la fatiga experimentada al
anochecer, ademas s¢ observd una modificacion del momento de secrecion de prolactina, que
consistié en un declinamiento mas temprano en su periodo de secrecion noturno.

Por otro lado no se observaron efectos significativos en el estado de animo, de igual
manera, las hormonas luteinizante, testosterona, la del crecimiento, tiroxina y cortisol, no
sufrieron ningan cambio. Se administré melatonina por un mes a dosis de 2 mg diarios por las
tardes, no se presentaron efectos sobre el crecimiento hormonal,®? el tiempo de liberacion de
prolactina fue ligeramente modificado.“®* En voluntarios sanos, la melatonina produce efectos
sedantes comparables a los producidos por dosis clinicamente efectivas de hipnépticos. La
melatonina carece de efectos adversos sobre la memoria. ¢

Varios estudios sugieren que a dosis altas de melatonina puede disminuir ligeramente
la secrecidon de gonadotropina e incrementar el crecimiento y secrecion de la prolactina en el
hombre. %4

TOXICIDAD.

No se presenta toxicidad en humanos. Se administraron dosis muy altas en roedores y
sélo se logro tener una toxicidad extremadamente baja.'” Tampoco existen contraindicaciones en
su empleo en personas sanas.*® Se han administrado grandes dosis en personas con Parkinson
observandose solo ligeros efectos.*? En pacientes depresivos altas dosis presentan aumento de
depresion al atardecer. %’



IL2 VALIDACION

La validaciéon de métodos analiticos es la evidencia documentada por estudios de
laboratorio de que las caracteristicas del comportamiento del método, satisfacen los
requerimientos para las aplicaciones analiticas deseadas.

La validacion la podemos dividir en :

Validacién Retrospectiva

Validacién prespectiva

Validacién Retrospectiva, .- Es la evidencia documentada, basada en los datos
acumulados de produccion, analisis y control de que un producto ya en distribucion esta siendo
fabricado con efectividad .

Validacion Prospectiva .- Es la evidencia documentada que demuestra, a través de un
plan experimental, que las operaciones cumplen consistentemente con el objetivo de su

existencia™®®®,

Sistema de Revalidacion .- Debido a que la validacion de un proceso no le da caracter
de perpetuidad se debera contar con un sistema de Aseguramiento de Calidad, el cual advierta la
necesidad de una revalidacion cada vez que ocurran cambios en la formulacidon, empaque,
manufactura o equipo que pudieran afectar las caracteristicas del producto. La magnitud de la
revalidacion dependera de la naturaleza de los cambios y como impactan en cada una de las etapas
de produccién que se han calificado.

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

10
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En el laboratorio , los métodos y procedimientos analiticos constituyen el proceso que debe
ser controlado . La validacidon garantiza que la metodologia enipleada logre producir ios mejores
resultados analiticos en cada caso especifico. Para ello, todas las variables del método deben
considerarse y de acuerdo a la USP XXI1I estos son: precision, exactitud, limite de deteccion,
limite de cuantificacién, especificidad, linealidad y tolerancia .

La informacion que se requiere para la validacion de un método analitico depende de la
aplicacion deseada y en base a esta los procedimientos de ensayo se han clasificado en las
siguientes categorias:

CATEGORIA 1

Métodos analiticos para la cuantificacién de los principales componentes del firmaco
o de los principios activos (incluyendo conservadores) en productos farmacéuticos terminados .

CATEGORIA 11

Métodos analiticos para la determinacion de impurezas en farmacos o productos de
degradacion en ¢l producto farmacéutico, incluyendo ensayos cuantitativos y pruebas de limites .

CATEGORIA 111

Métodos analiticos para la determinacion de las caracteristicas del comportamiento
del producto (pruebas de disolucion, liberacion de farmaco, etc.) .

12




Para cada una de estas categorias los requisitos de validacion son diferentes. En la
tabla 1 se encuentran los parametros necesarios para fa validacion de método analiticos en base a
as categorias mencicnadas .

TABLA |

PARAMETROS NECESARIOS PARA LA VALIDACION DE METODOS ANALITICOS.

CATEGORIA
11
PARAMETRO 1 Prueba de 1
Cuantitativa Limite
Precision si si no si
Exactitud si si * *
Limite de
deteccion no no si *
Limite de
Cuantifivacion no si no b
Especificacion si si si *
Intervalo si si * -
Linealidad si si no *
Tolerancia si si si si

* pucde o no requerirse, dependicndo de 1a naturaleza del analisis particular.

La validacion de métodos analiticos debe asegurar que el método, instrumentos,
disolventes, reactivos y todos los materiales utilizados durante el analisis son adecuados para el
compuesto analizado .

13



li.2.| CLASIFICACION DE LOS PARAMETROS DE VALIDACION .

Los parametros de wvalidacion se dividen de la siguiente manera, en base a las
caracteristicas que evaluan el comportamiento del método :

1. Parametros que evaluan si el sistema es adecuado:

ESPECIFICIDAD
LINEALIDAD

LIMITES DE DETECCION Y DE CUANTIFICACION.

2. Parametros que evaluan la efectividad del proceso de preparacion de la muestra .

] EXACTITUD

3. Parametros que incluyen aspectos relacionados al sistema, al proceso de preparaciéon de la
muestra y al analista :

3 PRECISION

4 TOLERANCIA

14
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11.2.2 DEFINICIONES EMPLEADAS EN LA VALIDACION DE METODOS
ANALITICOS !%3337.25.24.

ESPECIFICIDAD

Es la habilidad de un método analitico para obtener una respuesta debida inicamente a la
sustancia de interés y no a otros componentes de la muestra, los excipientes, las sustancias
relacionadas, solventes residuales y compuestos de sintesis los cuales no deben interferir ni

influenciar el resultado analitico .

LINEALIDAD

La linealidad de un sistema o método analitico es su habilidad para asegurar que la
respuesta analitica es proporcional a la concentracion de la sustancia dentro de un intervalo

determinado .

INTERVALO

El intervalo esta definido por las concentraciones superior e inferior 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
referencia. Se expresa como el por ciento de recobro obtenido del analisis de muestras a las que
se les ha adicionado cantidades conocidas de la sustancia.

15
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PRECISION

La precision de un método analitico es el grado de concordancia entre resultados
analiticos individuales cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes muestreos de
una muestra homogénea del producto. Usualmente se cxpresa en términos de desviacion estandar

o de coeficiente de variacion .
La precision es una medida del grado de reproducibilidad y/o repetibilidad del método

analitico bajo las condiciones normales de operacion .

REPETIBILIDAD

Es la precision de un método analitico expresada como la concordancia obtenida entre
determinaciones independientes realizadas bajo las mismas condiciones (Analista, tiempo,

laboratorio , etc. )

PRECISION INTERMEDIA

Es la precision de un método analitico expresada como la concordancia obtenida entre
determinaciones independientes realizadas bajo condiciones diferentes (Analista, tiempo , equipos,
etc. ), en un mismo laboratorio. Conocida anteriormente como reproducibilidad .

REPRODUCIBILIDAD

Es la precision de un método analitico expresada como la concordancia obtenida entre
determinaciones independientes realizadas en diferentes laboratorios, y bajo condiciones

diferentes (analista, tiempo, equipos, ).




LiMITE DE DETECCION

Es la minima concentracion de una sustancia en una muestra la cual puede ser detectada ,
pero no necesariamente cuantificada , bajo las condiciones de operacion establecidas .

LiMITE DE CUANTIFICACION

Es la menor concentracion de una sustancia en una muestra que puede ser determinada
con precision y exactitud aceptables bajo las condiciones de operacion establecidas .

TOLERANCIA

La Tolerancia de un método analitico es el grado de reproducibilidad de los resuitados
analiticos obtenidos por el analisis de la misma muestra bajo modificaciones de las condiciones
normales de operacién, tales como diferentes temperaturas, lotes de reactivos, columnas, sistemas

de elucion , tipos de empaque .

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA

Es la propiedad de una muestra preparada para su cuantificacion, de conservar su
integridad fisicoquimica y la concentracion de la sustancia de interés, después de almacenarse
durante un tiempo determinado bajo condiciones especificas .

17
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1. JUSTIFICACION

El egresado de la especializacion en estadistica aplicada a la salud, debe ser capaz de
realizar docencia y asesorias en cstadistica para la investigacion en el campo de la salud y
conducir sistemas de informacion en el area de la salud.

El trabajo fué realizado para dar cumplimientoa la especializacion y al mismo tiempo
para reportar la aplicacién que el profesional egresado de la especializacion tiene la capacidad de
lograr los tres objetivos. Este trabajo se ubica en la taceta de asesoria para el trabajo de
investigacion en el arca de la salud.

Como resultado de la tendencia hacia la calidad total | en los ultimos afos la industria

farmacdéutica ha sufrido una importante transformacion debido principalmente a la creciente
demanda de¢ nuevos y mejores medicamentos y a las exigencias de las oficinas gubernamentales
en relacion a los controles que deben  llevarse a cabo durante la fabricacion y el analisis de los
medicamentos con objeto de tener en el mercado formulaciones que cumplan con el propodsito
para el cual fueron disefiadas v que no existan variaciones de lote a lote del mismo producto.

debe tenerse un perfecto control sobre todos los parametros
involucrados en la tabricacion  de un medicamento, partiendo desde ¢l disefio, la etapa de
desarrollo y la validacion de métodos analiticos . El presente trabajo sélo toca una pequefa parte
de todo el engranaje involucrado en la produccion de un medicamento de calidad: la validacion

de un método analitico

Es por cllo que

En particular se trata de la validacion del método para cuantificar melatonina por
espectrofotometria (UV) en forma farmaceutica tabletas, el cual satisface la necesidad del
laboratorio de contar con un método de analisis que cumple con las particularidades ser rapido,
econémico y de sencilla realizacion, lograndose a través de esto obtener un producto de calidad y
a un menor costo, lo cual es muy importante para cualquier laboratorio farmacéutico .

ralidacion de este método permite cumplir con los requerimientos

Por otro lado la
autoridades sanitarias las cuales exigen que todos los procesos

oficiales solicitados por las
farmacéuticos sean validados.

18
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1V. OBJETIVO

1) IMPLEMENTAR UN METODO DE CUANTIFICACION DE MELATONINA EN TABLETAS
UTILIZANDO METODO ESPECTROFOTOMETRICO (UV ).

(VR RV R A Y A |

)

—_ 2) VALIDAR EL METODO IMPLEMENTADO DEMOSTRANDO SU APLICACION CON FINES
- DE CONTROL DE CALIDAD DE MELATONINA 3 mg/TABLETA .

Yoy
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v u
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V. METODOLOGIA

V.. PRUEBAS PRELIMINARES
V.1.1.- Calibracién del equipo a utilizar :
-espectrofotometro marca spectronic 21

balanza analitica marca mettler

V.1.2- Analisis y especificaciones de las materias primas:

- principio activo Melatonina
Se analizé de acuerdo a las referencias bibliograficas investigadas,3%33.54.33

especificaciones del proveedor y las métodos generales de analisis (MGA) internas de la empresa.

V.2. DESARROLILO DEL METODO

V.2.1- Valoracion de melatonina ¢n producto terminado.
La técnica de valoracion a desarrollar es la siguiente :

Valoracion de Melatonina.

Soluciéon de refercncia . Pesar exactamente 30 mg de Std de referencia de Melatonina y disolver
en 30 mL de etanol vy diluir cuantitativamente con agua, hasta obtener una concentracién de 30

mcg/mL .

Preparacién de la muestra . Pesar y triturar no menos de 20 tabletas, pesar el equivalente a 3
mg de melatonina, transferirlos a un matraz volumétrico de 100 mL, agregar 30 mL de etanol,
agitar durante 10 minutos y llevar al aforo con agua destilada, filtrar y obtener una concentracion

final de 30 mcg/mL.
a una longitud de onda de 307

Procedimiento : Leer en el espectrofotometro en la region UV

nm . Calcular la cantidad en mg de Melatonina en la porcidn de muestra tomada, por medio de la
siguiente formula DC(Am/Aref) en donde C es la concentracion en g/mL de Melatonina en la
solucion de referencia D es el factor de dilucion de la muestra : Am y Aref son las absorbancias

obtenidas con la solucion de la muestra y la de referencia respectivamente .
Ver diagrama en la pagina siguiente .

20




TABLETAS DE MELATONINA

SUSTANCIA DE REFERENCIA

PESAR UNA MUESTRA PESAR 30 mg DEL ESTANDAR Y
EQUIVALENTE A 3 mg DE COLOCARLOS EN UN MATRAZ
MELATONINA. DE 100 mL

COLOCAR LA MUESTRA

EN MATRAZ VOLUMETRICO
DE (100 mL)

AGRAGAR 30 ml DE ETANOL
Y DISOLVER, AFORAR CON
l AGUA DESTILADA.
AGREGAR 30 mL. DE ETANOL

Y AGITAR DURANTE 10
MINUTOS.

!

OBTENER UNA
AFORAR CON AGUA .
DESTILADA Y FILTRAR CONCENTRACION FINAL DE
30 mcg/mi

A

OBTENER UNA |
CONCENTRACION FINAL DE

30 mcg/ml .

LEER EN EL ESPECTROFOTOMETRO A
307 mn.

21
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V.3 VALIDACION DEL. METODO ANALITICO

E! método a validar es para aplicar en control de calidad, por lo que se realizaron la determinacion
de los siguientes parametros analiticos :

V.3.1 ESPECIFICIDAD
V.3.2 LINEALIDAD DEL SISTEMA
V.3.3 PRECISION DEL SISTEMA

V.3.4 LINEALIDAD DEL METODO
V.3.5 EXACTITUD DEL METODO
V.3.6 PRECISION INTERMEDIA

V.3.7 TOLERANCIA

V.3.8 ESTABILIDAD DE LA MUESTRA

El analisis de resultados se levo a cabo por el método computarizado “VALIDA” elaborado por
el Centro A.F. de Estudios Tecnologicos 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 degradacién, preparar muestras con placebo
“afiadido” de éstos y la sustancia de interés y analizar con el método propuesto .

Si no se cuenta con los productos de degradacion, es necesario degradar la muestra bajo
diferentes condiciones (para indicadores de estabilidad) .

22



En este caso especifico, el placebo y la muestra se expusieron 3 condiciones diferentes y envases
de plastico pvc .

Condicion Periodo Envases
1) Luz blanca 30 dias Plastico(pvc)
2)45°C 30 dias Plastico(pvc)
3) 60°C 30 dias Plastico(pvc)
Criterio:

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

V.3.2 LINEARIDAD DEL SISTEMA:

A) Se prepara una solucion patron de nuestro principio activo.

B) Se preparan 5 concentraciones (80, 90, 100 ,110 y 120 %) por duplicado a partir de nuestra
solucion patron utilizando diluciones en la cual debera estar incluido el 100 % de la formula
unitaria.

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

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

E) Demostrar mediante una prueba estadistica que la respuesta determinada va de acuerdo con la
respuesta esperada o la desviacion con respecto a la linearidad no afecta los resultados en la

region normal de analisis por mas de +/- 3 26 .

Procedimiento estadistico ver anexo 2 pagina (57) .
pag

CRITERIO
v 1.5 %
r 0.99 r 0.98
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V.3.3 LINEALIDAD DEL METODO

A) se determina a partir de placebos adicionados de cuando menos 3 diferentes cantidades de la
sustancia de interés ( placebos cargados ) . Cada uno de manera independiente y haciendo el
analisis 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 siempre la correspondiente al 100 %6 .

Procedimiento estadistico ver anexo 2 pagina (60) .

CRITERIO
Al graficar la cantidad adicionada contra cantidad recuperada :

m = 1 B = 0 R* = 0.98

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

METODOS PROMEDIO Ccv
DE RECOBRO
CROMATOGRAFICOS 98-102 % 2%
TITULOMETRICOS 98-102 % 2%
QUIMICOS Y 97-103 % 3%
ESPECTROFOTOMETRICOS
MICROBIOLOGICOS 95-105 % 5%
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V.3.4 EXACTITUD

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

B) Un analista debe de preparar de manera independiente, por lo menos 6 placebos adicionados al
100 % de la cantidad del principio activo indicada en la formula unitaria y recuperar la sustancia

de interés mediante el método de medicidn, bajo las mismas condiciones de analisis .

Procedimiento estadistico ver anexo 2 pagina (01)

CRITERIO.

Los porcientos de recobro deben encontrarse en ¢l intervalo indicado en la tabla anterior

V.3.5 PRECISION DEL SISTEMA DE MEDICION

A) Se determina por el analisis sextuplicado de una misma solucion estandar correspondiente al
100 % establecido en la linearida del sistema .

Procedimiento estadistico ver anexo 2 pagina (61)
CRITERIO
Ccv 1.5 %

V.3.6 PRECISION INTERMEDIA (ANTES REPRODUCIBILIDAD)

Analizar una muestra homogénea del producto terminado cercana al 100 % de la concentracién
tedrica, el analisis debe realizarse por dos analistas en dos dias 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
analitico .

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

CRITERIO:

El cv total debe cumplir con los siguientes criterios .

METODOS cv
CROMATOGRAFICOS 2 %
TITULOMETRICOS 2 %
QUIMICOS Y ESPECTROFOTOMETRICOS 3 %

5 %

MICROBIOLOGICOS

V.3.7 TOLERANCIA

Se analiza una muestra por triplicado en las condiciones normales enseguida se analizan
muestras modificando dichas condiciones .
Se calculan los porcentajes promedios obtenidos para la condicion 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 la siguiente tabla (magnitud del efecto ) .
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METODO MAGNITUD DEL

EFECTO
.CROMATOGRAFICOS +/- 2 %
QUIMICOS Y ESPECTROFOTOMETRICOS +/- 3 %
MICROBIOLOGICOS + /- 5 %

Un método tolerable debe proporcionar desviaciones entre laboratorios ligeramente mas grandes
que las obtenidas en ¢l mismo laboratorio .

V.3.8 ESTABILIDAD DE 1A MUESTRA ANALITICA

Se analiza una muestra por triplicado en las condiciones normales, en seguida se
almacenan las muestras bajo diferentes condiciones como por ejemplo; temperatura ambiente,
refrigeraciéon , protegidas de la luz | etc., al cabo del tiempo determinado reanalizarlas bajo las

mismas condiciones de operacion , utilizando una solucion de referencia recientemente preparada
para cada condicion .

La determinacidn debe ser efectuada por el mismo analista .

CRITERIO

La diferencia entre el promedio de las condiciones normales y el promedio de obtenido a

cada condicién no debe ser mayor al porciento indicado en la siguiente tabla ( magnitud del
efecto) .

METODOS MAGNITUD DEL

EFECTO

CROMATOGRAFICOS +/- 2%

TITULOMETRICOS +/- 2%
QUIMICOS Y ESPECTROFOTOMETRICOS +/- 3%
MICROBIOLOGICOS +/- 5%

27
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Vi. RESULTADOS

VI.1 CALIBRACION DE INSTRUMENTOS

IV.1.1. BALANZA ANALITICA MARCA METTLER
MARCO DE PESAS LECTURA DEL INSTRUMENTO
1- 0.0l00g 00.010g
2.-  0.0500g 00.050g
3.-  0.1000g 00.100g
4.-  0.5000g 00.500g
5.- 1.0000g 01.000g
6.-  5.0000g 05.000g
- 7.- 10.0000g 10.0005g
8.- 20.0000g 20.000g
9.- 50.0000g 50.000g
100.000g

10.-100.0000¢g

Marco de pesas utilizado : Marca ; Sartoris Clase E2 .

I1V.1.2 ESPECTROFOTOMETRO ESPECTRONIC 21

Se preparé una solucion de K .Cr, O, a partir de esta obtienen 5 dilusiones teniendo
concentaciones de 8,16,24,36, y 40 my / litro. Estas son leidas en el espectrofotémetro a una
longitud de onda de 370 nm y graficar resultados

Concentracion Absorbancias

(mg/1)
8 0.236

16 0.473
24 0.685
36 0.899
40 1.193

Ver grafica Anexo 1
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ANALISIS DE ESPECIFICACIONES

DEPARTAMENTO DE CONTROL DE CALIDAD

ANALISIS No.

REPORTI-‘ FIQICO Ol

MATERIA PRIMA

IICO DE

AMOC N
AN

FORMA N

NOMHERE DE

LA MATERIA PRIMA

’('(')I)l(:() Il.l,.—\ll( RO FLEL.

MELATONINA

’I'IR.\I,\

CANTIDAD:

PROVEEDOR: !m»:vns«xn,\

FECIHLA DE

FIRNMA

FECHA DE MU

LOTE PROVEEDOR AUTORIZ O

FECHA DE ANALISIS

FIRMA

LOTE INTERNO:

A DE ELABORACION:

OCTUBRE

1995

6* EDICION

PECIFICACION

TAIOS

DESCRIPCION

DALV BEANC O ORINTALING

SOLUBILIDAD

CHHLE

1.7¢ FeANL OB
AL LOL P ERUCTICOANME
CLOROTVIRALCD Y ACETONA |

ENSAYOS DE IDENTIDAD

A MG G3ST FL ESPECTRO DE AHSORCTON
REGION  INFRARROSA  Dad UNA - DISPERSIO! :
BROMURO D 7 LYIA L0 4 Lt ASMA
LONCGITLLD 121 ¢,
HAGA 0361
ACUA £

RYZRVAS[oN A\Il“l\ll)\ 21 g
C MG 0241 (CAfel DELGADA) CORRESPONDE FLL
RE(APRON .87 28 N MO DE LN ST D

1TOGRAMA

TIREENCLA KN FL CCROM

TEMPERATURA DE FUSION

116-118 “C

pH1

5-7 (en SOmg mL agus destilada)

PERDIDA POR SECADO

NONAS DEL 126,

SUSTANCIAS RELACIONADAS

CORRISPONIIFE

VALORACION

‘s‘L»l A 101 %6

NOMENOS DE
CALCUTALIO N

APROBADO:

ANALIZO/FECHA

AUTORIZO

RECHAZADO:

OBSERVACIONES Y/O CALCULOS:

DEPARTAMENTO DE CONTROL DE CALIDAD.

ANALISIS No.




AV A A

A

PRODUCTO TERMINADO

ESPECIFICACIONES MCC No:

REEMPLAZA A:
FORNMA No.:

NOMBRE DEL PRODUCTO CcODIGO ELABORO: FIST. ,
FIRMA:

PRINCIPIO(S) ACTIVO (5) my REVISADA: —,
FIRMA

MELATONINA 3

LOTE PROVEEDOR |AUTORIZO:

FECHA DE ANALISIS

FIRMA:

LOTE : FECHA DE ELABORACION: OCTUBRE 199
REF. : U.S.P. XX1I N.F. XVII; F.E.U.M. 6" EDICION 1
DUETERMINACION ESPECIFICACION

DESCRIPCION

Tableta redonda ranuradea con bordes bien
definicdos

PRUEBAS ORGANOLEPTICAS

Inodora, blanca no presenta manchas ni particulas
visibles.

IDENTIDAD

POSITIVA 1 B
VARIACION DE PESO v -7
PESO PROMEDIO 150 iy

DESINTEGRACION

AMLANINIO 15 AIN

VALORACION MELATONINA

CONTIENE NO MENOS DEL 95 % Y NO MAS
DEL 105 25 DE CANTIDAD DI
AMELATONIN A

SUSTANCIAS RELACIONADAS

MG 0241, OQOBSERVAR EI CROMATOGRAMA

QBTENIDO £ NSAYO DI IDENTIDAD B
TANMANCH A OBT
CROMATOGRANLY .

PRUEBA DE SELLADO

MIENOS DIT 1.0 %6

APROBADO:

ANALIZO/FECHA AUTORIZ.O

RECHAZADO:

OBSERVACIONES Y/O CALCULOS:
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VI.3 VALIDACION DEL METODO

VI1.3.1 Especificidad del método

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

1) Resultados de la muestra :

Condicion Periodo Inicial Final
Luz blanca 30 dias 100.20 100.20
A a45°C 30 dias 100.20 100.12
A 60°C 30 dias 100.20 99.5
A 70 +/- 5 %HR 30 dias 100.20 90.2

Aspecto de la muestra : Para cualquier condicion , cumple con las especificaciones .

Criterio de especificaciones :

Tableta blanca o ligeramente color crema, sabor ligeramente caracteristico sin aroma libre de
particulas extraiias con bordes bien definidos

2) Resultados del placebo:

Se pudo comprobar con el método desarrollado, que no existen productos de degradacién y/o
sustancias relacionadas que interfieran con la cuantificacion de la melatonina

Aspecto del placebo : Para cualquier condicion,cumplen con las especificaciones .

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

1. PREPARACION DE LA SOLUCION STOCK

Peso de la Concentraciéon
sustancia de Dilucién ( )
referencia (mg)
30 100 0.30 mg/mL

Sustancia de referencia :

Nombre : MELATONINA

Lote : Potencia : 99.0

Datos del equipo :

Equipo : ESPECTROFOTOMETRO

Caducidad :

Marca : ESPECTRONIC 21 Caodigo :

TABLA DE DATOS

1004329

Nivel ALICUOTA AFORO Concentracion

% (mL) mL mcg/mL

80 2 25 72

90 9 100 81

100 10 100 90

110 11 100 [o9

120 3 2s 108
Elaboré6:_MSRG Reviso:
Firma/Fecha Firma/Fecha :
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~
(Lincalidad del sistema)
~ Se construy6 una curva de calibracién en el rango de 72 - 108 mcg/mL (80-120 %)
- Nivel Crep Councentracion Respuesta Factor
No ( meg/mL) ( Absorbancia ) (Respuesta /
= . . Concentracién )
N RO 1 72 070 000652
K0 2 72 0371 000653
RO 3 72 O 369 QOGS
- 90 1 s 0 00613
430) 2 81 [ERUFTES B8
o 3 X1 U3 0)
104 1 0 [ERETRT RS
- 100 2 ) G OOGIR
100 2 R 0 =73 0 GOy
110 1 w9 0628 000631
-~ 110 2 w4 062K 100633
110 3 B 0627 D33
- _10 - o
120 108 0 axo Oy 20
- 120 108 0679 O GOG2%
- 120 R 108 129
Linea de regresion Y )
Ordenada al origen 0.05033 Pendiente : 0.00583
- RESULTADOS CRITERIO
3 Coeficiente de 1.3 1.5 %
Variacion (C.V.)
2 =
Ordenada al origen (b) 0.05033
> Pendiente (m) 0.00583  feeeeeee
Coeficiente de 0.99992
determinacion ( r7) 0.98
) Resultado: Existe relacion lineal entre la respuesta y la concentracion en el intervalo de 72
mcg/mL a 108 mcg/mL
)
- (Linealidad del sistema)
"y
-’
) 33
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TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA (ANADEVA)

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

1 0.08311 0.08311 61043.83
REGRESION” 1 L I e
ERROR DE 13 0.00001 (o]
REGRESION
FALTA DE 3 o 0] 51852
AJUSTE
ERROR 10 0.00001 o
PURO

Determinar en la tabla de la distribucion “F los valores para :
F(glr.gler;001)y F(glfa,glep:005):

F(1,13;001 )= 9.07
F(3,10:005) =371

61043.83 9.07
Si Fr F(glr,gler;001): Existe una relacion altamente significa -
tiva entre la cantidad adicionada y la

propiedad medida .

0.51852 3.71

Si Ffa F(glr,gler; 0.05) No existe falta de ajuste a la relacion li -
lineal simple cantidad adicionada propie-
dad medida

Resultado: Existe relacién altamente significativa de la cantidad adicionada

(mg) y absorbancias .
El1 modelo lineal representa de manera correcta ka relacién entre

absorbancias con mg.
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GRAFICA 1

LINEALIDAD DEL SISTEMA
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VL1.3.3 Linealidad del Método
1. PREPARACION DE LA SOLUCION REFERENCIA

Peso de la Concentracion
sustancia de Dilucién ( mcg/ml. )
referencia (mg) o o
30 100 30
Sustancia de referencia :
Nombre : MELATONINA
Lote : 86H0329 Potencia : 99.0 Caducidad :

Datos del equipo :

Equipo : ESPECTROFOTOMETRO

Marca: ESPECTRONIC 21 Codigo : 1004324

Rango de la curva de calibracion : 270mg/100mL -- 330mg/100 mL (90-110%)

Nivel Peso Peso ALICUOTA AFORO Concentracién
o activo excipientes (mL) (mL) (mcg/mL)
(mg) (mg)
90 [270 100 I3 100 |51
100 [300 J100 |3 | 100 loo
110|330 J100 |3 [100 Joo
Elaboro: Reviso:
Firma/Fecha: Firma/Fecha :

36




Curva de calibraciéon Cantidad adicionada contra cantidad recuperada

(L.incalidad dc! método)

Nivel Cantidad Cantidad %%
adicionada Recuperada Recuperado

(mg)  (mg) e o

90 | - 267.8919 10022

90 B ] ”268137074 o ~|100.41 )

50 - 2714300 [1o154_

100 204.6811 9921 ;

100  ]29s5.1866 ~ ]99.38 -

100 29700 ] o 77' r;m[gosjzu j 100 58 ]

110 _;‘ ‘ 326.70 ~ > ] joo.04 7:

110 " 326.70 - - ~ [lod,sd o

110 326 70 [101.49

De la grafica cantidad adicionada contra cantidad recuperada

Linea de regresion : Y =

Ordenada al origen :

-0.1093

1.0040 *X -0.1093

Pendiente : 1.0040

RESULTADOS CRITERIO
Coeficiente de 0.80 2.0 %
Variacion (C.V, )
Ordenada al origen (b) -0.1093 aprox =0
Pendiente(m) 1.0040 aprox = 1
Coeficiente de
determinacion (1) .9905 0.98
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(Linclidad del mérodo)

TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA (ANADEVA)

FUENTE DE GRADOS DE [SUNA DE MEDIA DE F
VARIACION LIBERTAD  |CUADRADOS |CUADRADOS

1 5331.188 5331.188 804.5558
REGRESION I e
ERROR DE 7 51.125 6.62625
REGRESION | o
FALTA DE 1 21.0937 21.0937 4.2143
AJUSTE o 1 I B
ERROR 6 30.0312 5.0052
PURO

Determinar en la tabla de la distribucion “F los valores para :
F(l,gler :099)y F(glfta,glep,0.95):

F(1,13;099)= 907
F(3,10;095)= 655

804 55358 9.07

Si Fr F(glr,gler;0.99): Existe una relacion altamente significa -
tiva entre la cantidad adicionada y la

propiedad medida .

4.2143 6.55
St Ffa F (glr,gler;0.95) No existe falta de ajuste a la relacion i -
lineal simple cantidad adicionada propie-
dad medida

Resultado: Existe relacion altamente significativa de la cantidad adicionada

(mg) y absorbancias .
El modelo lineal representa de manera correcta Ia relacion entre

absorbancias con mg .
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VI.3.4 EXACTITUD

Se determiné analizando muestras de placebo adicionadas con el ingrediente activo a tres
diferentes concentraciones (90-110 %) y analizadas con el método propuesto, en relacion

con una soluciéon de referencia .

Nivel | Cantidad Cantidad % I
adicionada | Recuperada |Recuperado | Desviaciéon| Diferencia Promedio
(mg) (mg) (%) promedio [(%)
(%)
90 367,30 267.8919 100.22 0.22 T ]
50 267.30 _ |268.3974 ~ [iooa1  Joar  Jou2 100.72
o [26730 2714300 Tioisd A , |
100 297.00 |299.7000  |101.0i Jior
(100 |297.00 _ |295.0350 100.44 043 = —
100 297.00 301.6980  [101.68  [1.68 0.81 100.81
700 ]297.00 358.7010 ] 100.67 0.67 B - il
100 297.00 298.7010 100.67 0.67
100 297.00 298.0350 Too.41  Jo+ -
110 326.70 326.5249 99.94 ~0.06 I
110 326.70 328.5464  [10056  [0.56 |o.49 ~_|100.49
110 326.70  |331.5795 101.49 1.49 | |
- ~ |RESULTADOS CRITERIO

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

Desviacion estandar 0.47 29
(100%46)
Repetibilidad del Método +/- 0.92 2%
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Precision del si

Concentracion : 30 meg / mL ( Nivel 100% )

al 100

Respuesta

0.575

0.575

0.573

0.574

0.572

0.571

Promedio

0.573

C.V.

0.3 %

Criterio
CV

Resultado : El sistema es preciso a la concentraciéon de 30 mcg/mL (Nivel 100%)
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Precision intermedia del método para MELATONINA 30mg/100mL

La precision del método se evalué analizando seis muestras , por dos analistas leyendo cada una

de estas tres veces .

No. de analistas : n =2

No de Lote : 32P123

No. de muestras: m = 6 Cantidad : 200 fcos.de Tabletas

No. de réplicas: 1 =3 3 mg
Analista No. 1

Muestra No. 1 2 3 Promedio

1 99.81 99.98 100.15 99.98

2 101.02 100.67 100.67 100.78

3 99.46 99.64 99.406 99.52

k) 101.37 100.84 101.02 101.07

5 99.07 98.89 99.07 99.01

6 98.54 98.72 98.54 98.60
Analista No. 2

Muestra No 1 2 3 Promedio

1 100.40 99.80 100.90 100.36

2 100.96 101.30 101.50 101.25

3 100.20 100.20 100.07 100.15

4 100.70 100.94 100.70 100.78

5 101.40 101.40 100.94 101.24

6 100.40 101.66 100.94 101.00

Promedio total : 100.31 %

CV total 0.8827

Reproducibilidad Interanalista 1.2641

Reproducibilidad Interdia/analista 1.5663

Criterio : Coeficiente de variacion menor al 2%
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Precision intermedia

TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA (ANADEVA)

FUENTE DE  |GRADOS DE |SUMA DE MEDIA DE F
VARIACION |LIBERTAD CUADRADOS |CUADRADOS

1 2.8359 2.8359 8.3448
ANALISTA o

2 0.6796 0.3398 0.5321
DIA

8 5.1093 0.6386 -
ERROR

Determinar en la tabla de Ia distribucién “F™ los valores para :
(DF(gla,gld ; 005)y(2) F(gld ,gle; 0.05) :
sustituyendo :

()F (1,2;0.05)=18.5 y Fa = 8.3448
(QF(2,8;0.05)=4.46 Fd = 0.5321

Si Fa F(gla,gld; 0.05): El método analitico es reproducible por los
8.3448 18.5 analistas

Si Fd F(gld,gle; 0.05) El metodo analitico es reproducible en dis -
0.5321 4.46 tintos dias por un mismo analista .

Resultado : El analista no presenta efecto sobre la valoracion .
No existe efecto de los dias para un analista en la valoracién .
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Tolerancia

Se evaluaron tres muestras a las que se les modifico el pH

(3.5) y 1la temperatura (50- 4 °C)

muestra/condiciéon

condiciones
iniciales y las ensayadas

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
Analisis Inicial 100.02 100.22 100.07
pH 3 100.89 101.23 100.72
desviacion entre las 0.87 1.01 0.65
condiciones iniciales y las
ernsayadas
pH 5 99.00 08.82 98.48
desviacion entre las -1.02 -1.40 -1.59
condiciones
iniciales y las ensayadas
4 °C 100.75 100.40 100.09
50 °C 101.95 101.90 102.10
desviacion entre las 1.73 1.18 2.02

Criterio : La diferencia entre el promedio de las condiciones normales y las modificadas no debe

ser mayora +/- 3 %.

Resultado: Se considera que el metodo analitico propuesto es tolerable a la modificacion de pH y
temperatura , puesto que no hay alteraciones significativas en los resultados obtenidos .
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Estabilidad de Ia solucion dz las muestras de MELATONINA

-
Se almacenaron soluciones listas para ser medidas de las muestras asi como también de las
- sustancias de referencia en su primera y segunda dilucion y se almacenaron durante 24 horas en
refrigeracion cuantificandolas con soluciones de referencia recientemente preparadas .
-
Condicién M1 M2 M3 REF 1 REF 2
—_ JO USRI bR it
Analisis inicial 100.50 100.33 100.50 100 100
Soluciones de referencia
— almacenadas durante 24 horas en
: refrigeracion 99.93
(segunda dilucion) 99.95
- Desviacion entre fa condicion
- inicial y la enscayvada 0.07 0.05
— Soluciones de referencia
- almacenadas durante 24 horas en
temperatura ambiente . 99.77 99.82
Desviacion entre la condicion
irticial y la ensayadea 0.23 0.18
= Muestras almacenadas en matraz [101.02 100.67 100.67
—~. y en refrigeracion durante 24
-~ horas .
= Desviacion entre la condicion 0.52 0.34 0.17
s inicial y la ensavade,
) Muestras almacenadas en matraz [100.32  [100.15 |100.15
- y a temperatura ambiente
. durante 24 horas
—
|Desviacion entre la condicion 0.18 0.18 0.35
= inicial y la ensayada
=
s Criterio : La diferencia entre los valores iniciales y a la condicion ensayada de-
- ben ser menores a 2% .
-
)
2
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Vil. DISCUSION

Especificidad

Criterios :
1. 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 degradacién y/o sustancias relacionadas, no interfieran con la

cuantificacion de la sustancia de interés utilizando el método desarrollado .

Dictamen : Cumple

Por lo tanto, el método propuesto para MELATONINA, se considera especifico y puede ser
utilizado como indicativo de estabilidad.

Linearidad del sistema

Parametro Criterio de aceptacion Resultado
Ccv 1.5 % 1.3

r 0.99 0.999

r 0.98 0.999

m o 0.005

De acuerdo a los resultados obtenidos el sistema espectrofotométrico, origina una respuesta
lineal de melatonina, en el intervalo de 72 - 108 mcg/mL en cuyo punto intermedio se encuentra

el 100 2% de la cantidad a cuantificar por el método de analisis.
La linealidad del sistema nos indica la existencia de la correlacién entre la concentracién 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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Linearidad del método

Criterio de aceptacion Resultado

Parametro

m aprox. 1 1.004
b aprox.0 -0.109
r 0.98 0.990
% de recobro 97-103 %6 100.37
Ccv 3 % 0.80

La linealidad del método nos demuestra la capacidad del método de proporcionar resultados
directamente proporcionales a la concentracion de melatonina e¢n la muestra dentro del intervalo
de concentracion establecido. De acuerdo a los resultados de los parametros evaluados el método
se considera lineal, ya que la relacion de la cantidad recuperada en funcién de la cantidad

adicionada, presenta el comportamiento de una linea recta .

Exactitud
Parametro Criterio de aceptacion Resultado
%% de recobro 97-103 % 100.81
CcVv 3% 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 la

muestra .
Precision del Sistema

Parametro Criterio de aceptacién Resultado
Ccv 1.5 % 0.3

Con los resultados de esta prueba queda establecido que el sistema espectrofotometrico elegido es
capaz de detectar siempre la misma cantidad de la sustancia de interes, con minima variacion,

cuando es analizada repetidamente.
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Precision Intermedia

Criterio de aceptacion Resultado

Parametro
0.88

Ccv 2%

Existe precision del método analitico ya que el resultado se encontro dentro de los limites de
aceptacion, por lo que podemos decir que existe concordancia entre determinaciones
independientes, realizadas bajo condiciones diferentes de operacion aplicados solo en nuestro

laboratorio .

Tolerancia

Se considera que el método analitico propuesto es tolerante a la modificacion de temperatura
y pH , pues no hay alteraciones significativas en la respuesta obtenida .

Estabilidad de Ia muestra

Parametro Criterio de aceptacioén Resultados
MAGNITUD (%)
DEL EFECTO +/- 2%

Muestra( T.A. °C) 0.18,0.18, 0.35
Muestra(Refrigeracion) 0.32,0.34,0.17
Referencia(T.A.°C) 0.3, 0.38
Referencia(Refrigeracion) 0.68,0.51

La muestra probo ser estable a temperatura ambiente y en refrigeracion.
DICTAMEN : Cumple

Las soluciones de referencia sometidas en refrigeraciéon.

DICTAMEN : Cumple

Las soluciones de referencia a temperatura ambiente

DICTAMEN : Cumple
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CONCILUSIONES

En base a los resultados obtenidos con los diferentes parametros calificados, en la
validaciéon del método analitico por espectrofotometria en la regién de UV para la determinacion
de la melatonina queda establecido, que la capacidad del método satisface los requisitos para las
aplicaciones analiticas para ¢l cual fue disefiado.

Asi pues, el mdétodo analitico probado es especifico, reproducible, sencillo, sensible |
rapido y confiable facilitando ¢! analisis de un médicamento en tabletas que conticnen
MELATONINA, ademas resulté exacto, repetible v lineal en ¢l intervalo de 80 a 120 %
cumpliendo con los requisitos necesarios para ser empleado en el analisis de control de calidad
de este medicamento asi como su ecmplco en la determinacion de estabilidad acelerada del

producto.

La mayor parte de las decisiones que se toman en la funcion de calidad, como en la
mayoria de las demas areas reposan en una base estadistica, por lo que ¢l principal componente
en un programa de validacion de métodos analiticos ¢s ¢l recurso humano, dicho recurso debe
tener conocimicntos cn estadistica que le ayuden a tomar decisiones al anlizar la informacién
proveniente del estudio de los parametros analiticos por experimentacion.

La aplicacion de los modelos estadisticos, asi como su interpretacion, resulta ser toda una
metodologia cientifica para la validacion de procesos y métodos analiticos, en la industria
Farmacéutica. Lo anterior implica un programa de capacitacion permanente, o de la captacion
de especialistas e¢n estadistica, por lo que cste trabajo demuestra que existe una vinculacion entre
los programas impartidos en la especializacion en ESTADISTICA APLICADA A LA SALUD y
el perfil de egresados requerido no sélo en el area de Ia salud, sino también en la magnufatura

de medicamentos.
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Time 14:02:30 Page 2 of 2

Date 04/04/97

Calibration Curve:
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Correlation coefficient

Calibration equation 131.73000 % * Abs

# Standard Name (%) Abs<280nm>
99.00000 0.00

1 MELATONINA
Operator: FARCORAL

Calibrated at: Date 04/04/97 Time 14:01:01
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Time 14:02:30 Page 1 o©

Date 04/04/97

Quantification Method

Metcthod file FARCORAL . M Last update: Date 04/04/97 Time
14:01:01
Information : Default Method
Operator : FARCORAL
Product : UV-Visible ChemStation
Prompt for sample information : on
Prompt for standard information: on
Spectrophotometer
Instrument : 84853
Acguisition range : 190 to 1100 nm
Interval : 1 nm
Integration Time : 0.8 s ;
sStd. Deviation : On s
. 1
Data Analysis H
Data Type : Absorbance i
Display spectrum : 1890 to 500 nm H
Used Wavelength : 280 nm 4
Background correction : none §
Analyte name : CONC. §
Concentration unit : % H
Calibration Curve : Linear (Beer’s law) H
i
Standard Spectra: e H
; MELATONINA ~ 7777 77 7 T T 1 H
3 ;
2s i
iz |
= 2 i 3
:§ i i i
/ | ‘ ;
= \ i
; i, —
i \ o ~._ i
] o ‘ |
{ [y T T T v T i
f 200 250 300 350 400 450 Wavelength (nm}
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Quantification Report

Eno o= moaEocSsos—S=m=mom=

Mechod file : FARCORAL.M
14:01:01

Information : Default Method

Data File <untitled->

Overlaid Sample Spectra
MELATONINAMP
MELATONINA-TAB
MELATONINA-EST

Date 04/04/97

B I k. T -t o o T

Last update:

Time 14:04:49 Page 1 of 1

Date 04/04/97 Time

PLACEBO
as
35, - —

2 !
8 I
5] \ .
2 \ |
o ' —m—— I
) - \‘ ,;
1 . z - - -‘ - - - ﬁl
200 25 300 aso <00 450_ Wavelengtn (nm)
Analyte name : CONC.
Calibration eguation: Conc. = 131.73000 % * Abs
Calibrated at : Date 04/04/97 Time 14:01:01 Operator: FARCORAL

# Name CONC. (%) Abs<280nm>

1 MELATONINAMP 99.34000 0.75413

2 MELATONINA-TAB 101.93000 0.77380

3 MELATONINA-EST 107.94000 0.81944

a 0.88904 7.5083E-3

PLACEBO

Report generated by :

Signature: .. ... 0000 ...
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PROCEDIMIENTOS ESTADISTICOS

LINEALIDAD DEL SISTEMA

1) Tabular los resultados con basc al siguicente formato:

Cantidad adicionada Propicdad ncdida Total
) ) i)
2) Calcular la suma dc la cantidad adicionada (Sx). la  suma de cuadrados dc la cantidad adicionada (sz), la
suma dc la propicdad mdida (Sy). la suma dc cuadrados de la propicdad medida (Syz), la suma dcl producto de la
cantidad adicionada por la propiedad medida (Sxy). 1a suma de cuadrados dc los totalcs (SYi?) ¥ determinar ¢l

niunero de concentracioncs (r) ¥ ¢l namcero de parcs ordenados ( n=rt ).

3) Calcular ¢l valor de la pendicnte (1) v ¢l valor de la ordenada al origen (b) con las siguicntes ccuacioncs:

n*Sxy - Sx*Sy

CONSTRUCCION DE LA TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA
4) Calcular la suma dc cuadrados dc regresion (SCr) ¥ la suma de cuadrados del error de regresién (SCer) con las

siguicntes ccuaciones:

SCr = m*Sxy + b(Sy) - (( S_v)2 /n) =

SCer = Sy? - nSxy ) - b(Sy) =

5) Calcular la suma de cuadrados del error puro (SCep) y la suma dc cuadrados dc la falta de ajuste (SCfa) con las

siguicntes ecuaciones:
SCep = Sy? - ((Syi*)/n)
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SCfa = SCecr - SCcp

dondc " r" = nimcro de realizaciones

6) Construir La tabla de andlisis de varianza ( ANDEVA)

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

REGRESION 1 SCr MCr Fr=SCr/MCer
ERROR DE n-2 SCer MCer/gler

REGRESION

FALTA DE ( n-2)-t(r-1) SCfa MCfa/glfa Ffa=MCfa/MCep
AJUSTE

ERROR t(r-1) SCep MCep/glep

PURO

7) Determinar cn la tabla de distribucion de "F* los valores para F (gl r, gl er: 0.01 ) v
F ( gl fa, gl cp: 0.05)

F ( L.n-2; 0.01)
F (( n=2) ~-1( r-1 ), t(r--1); 0.05)
#) Establecer 1a decision con base a 1a siguicnte regla:

Si Fr > F (glr, fler: 0.01): Existc una relaciéon altamente significativa entre la cantidad adicionada y Ia propicdad
medida .

Si Fr < F (glr. gler: 0.01): No existe una rclacion altamente significativa entre la cantidad adicionada y la
propicdad medida.

Si Ffa > F(glr, gler: 0.05): Existe falta de ajuste a 1a relaciéon lincal simple a la cantidad adicionada propicdad
mecdida.

Si Ffa < F (glr.gler:0.05 ): No existe falta de ajuste a la rclacion lineal simple cantidad adicionada propiedad
medida.

9) Calcular ¢l cocficicnte de determinacion (R?) através de la siguicnte ecuacion:
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(n(Sxy) - (Sx)(S»? )

(n(Sx?) - (52 (n(sy?) - (53 )

LINEALIDAD DEL METODO

1) Tabular los datos ¢n basc al siguicnte formato:

Placcbo cargado con cl principio activo. Concentracién obtenida usando ¢l método propuesto.
Cantidad adicionada (x) Cantidad recupcerada (v)

VIhwvI2 vin

y21, y22

¥31, y32
sl

r = Numero de cantidades adicionadas (concentracioncs conocidas)
n = Niamecro dc replicaciones (cantidad reccuperada) por cada cantidad adicionada

2) Cilculos preliminares:

Correlacionar Ia cantidad adicionada (x) vs la cantidad recuperada () ¥ obtener mby r2

3) Calculos preliminarcs para cl cocficiente de variacion.

3.1 Calcular el porciento recuperado R para la cantidad recupcerada con la siguiente ccuacion:
R = (x/y) 100

3.2 Calcular la desviacion estandar del porcicnto de recobro y ¢l cocficiente de variacién,

— (ERZR)

R = comm—o

DE = N(ZR?*)—(=r)?
DE

CV = (-oeeee=s)100
R
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CONSTRUCCION DE LA TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA.

Seguir el procedimiento que se realiza en linealidad del sistema.

EXACTITUD AL 100 %

RAVAN VIR RIS |

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

- RI1,R2,R3, ..........oeene RN

— 2) Calculos preliminares:

M )~ R)?

o R=(CXZRYN DFE = (——sm=——)V2
- 3) Calculos finales:
o
— Coeficiente de variacidén
=
=
cv= (256100

=
=
- .

PRECISION DEL SISTEMA
)
> Procedimiento para evaluar la precision del sistema de medicion:
- 1) Tabular los resultados con base al siguiente formato:
)

PROPIEDAD MEDIDA
o)
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2) Calcular la suma de la propiedad medida (SY), la suma de los cuadrados de la propiedad
medida (Sy? ) y determinar el namero de mediciones (n).

3) Calcular el valor de la media arimética (y) y de la desviacion estandar de la propiedad medida
con las siguientes ecuacidnes:

Y=

A7) = 2

8= )12

n(n—1)

4) Calcular el valor del coeficiente de variacion (CV) con al siguiente ecuacién:

CV=3100

60



PRECISION INTERMEDIA

En este caso se evaluo ¢l efecto del analista sobre el método en diferentes dias, se esta observando

el comportamiento del método con dos factores fundamentales.
Un método es reproducible en cuanto a los factores que se analizan y no en otros.
Para el caso particular del analisis con dos analistas en dos dias diferentes y con tres realizaciones

cada uno, se realiza un analisis de varianza que sc¢ describe a continuacion.

El modelo hipotético que representa este caso es el siguiente:

Yijk = t¢ + o + AN+ K3))

donde:

Yijk = Es el ensayo de la sustancia de interes (MELATONINA), de la Késima muestra analizada
por ésimo analista, en el jésimo dia.

L= media poblacionaldel ensayo de la sustancia de interes (MELATONINA), de la muestra

ar = efecto del analista en el ensayo
(dondei=1....... a)

aJ() = efecto del dia anidado del analista
(donde j =1 ....d)

e K(if) = error del método analitico
(donde K = 1..... r)

a = numero de analistas (dondea=2)

d = nimero de dias ( donded =2)

r = namero de replicaciones (donde r = 3)

El siguiente procedimiento unicamente es aplicable cuando se utilicen 2 dias, 2 analistas y 3

determinaciones.
Cuando de utilicen un nimero distinto de dias y/o analistas y/o recobros por analista y dia, se

sugiere se consulte a un cambio en el estadistico.
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1. Tabular los resultados con base en el siguiente formato:
DIA ANALISTA | ANALISTA 2

8]

2. Calculos preliminares
v...=yll1+yl12+y] 13+y121+yl122+y123+y21 1+y212+y2]3+y221+y222+y223.

CALCULAR

MEr)-E r?

NN=1)

DE = y1/2

3 Calculos finales

Coeficiente de variacién total. ’

cr=(5H100
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4. Para establecer las fuentes de variacion del método se necesita una estadistica adicional para la
prueba de precision especificamente de la precision intermedia.

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

(SSSYijk)? :

Yli.. = Y11. =
Y2.. = Y12, =
Y. = Y21, =
Y22, =

SSS YijK? =

4.2 Calcular la suma de los cuadrados del analista (SCa) con la siguiente ecuacion:
SCa = (Syi®? ..)/({dr) - (Y2 ..)/(dra) =
Donde: r Numero de realizaciones

d = Nuamero de dias
a = Numero de a nalistas

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

SCd = (SS Yij.2)) - (SS Yij.?) /r
4.4 Calcular la suma de cuadrados del error (SCe), con la siguiente ecuacion:

SCe = (SSSYijk?2)-(SSYij.2)/r
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CONSTRUCCION DE LA TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA

4.5 Con los datos anteriores, construir la tabla de Anailisis de Varianza (ANDEVA).

TABLA DE ANDEVA

Fuente de Grados de Suma de Media de

variacion libertad cuadrados cuadrados F cal Feri
Analista gla=a-1 SCa = MCa=SCa/gla |Fa=MCa/MCd |Fgla,gld 0.05
Dia gld=(d-1)a SCd = MCd=SCd/gld |Fd=MCd/MCe |Fgld,zle 0.05
Error gle=(r-1)ad SCe = MCe=SCe/gle

HIPOTESIS

A) Ho: No importa el efecto del analista en un dia determinado.

Ha: Si importa el efecto del analistaen un dia determinado

B) Ho: El efecto del dia de acuerdo al analista, es el mismo, es decir, es reproducible el analisis
de acuerdo al dia por un mismo analista.

Ha: El! analisis no es reproducible de acuerdo al dia 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 analitico es reproducible por los analistas.

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

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

4.7. La magnitud de la variacion en el método analitico debido a los analistas, y entre los dias
por un mismo analista ; si el método no es reproducible por los analistas y/o entre dias para un

mismo analista, se calcula con las siguientes ecuaciones:

Variacién interanalistas: +/- ((MCa - MCd)/(r*d) )'?

Variacion interdias para analista: +/- ( (Mcd - MCe)/(r)'?
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