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INTRODUCCION

I. INTRODUCCION

La industria farmacéutica necesita disponer de métodos analiticos, rapidos y fiables
para monitorear de forma eficiente tanto para las materias primas como los productos

terminados finales.

El objetivo de la presente tesis es el desarrollo de un método para la cuantificacién de
principio activo en solucién de forma rapida y confiable. Para llevar a cabo este objetivo se

han utilizado la espectroscopia UV-Visible y la espectroscopia de infrarrojo cercano.

La espectroscopia UV es un método farmacopeico poco usado en la industria
farmacéutica, por su poco alcance en la cuantificacion de componentes en matrices
complejas, pero que tiene muchas ventajas en costos. Para principios activos no esta
reportado en farmacopeas, el primer método para cuantificarlo es por espectrofotometria de
UV-Vis, este es el caso del clonixinato de lisina, que no es un activo farmacopeico, por ser

relativamente nuevo.

La espectrofotometria de infrarrojo cercano resulta una técnica interesante debido a
gue proporciona informacion muy versétil de una forma rgpida. Lo mas interesante es que no
destruye la muestra que se analiza en comparacion con otras técnicas de andlisis como,
HPLC y espectrofotometria de UV, en las cuales es necesario hacer un tratamiento previo a
la muestra, aunque esta Ultima técnica representa uno de lo métodos mas baratos y rapidos

de analisis.

La comparaciéon de dos métodos (UV e infrarrojo cercano) nos ayudo a establecer el
uso de NIRS como método alternativo para la cuantificacion de liquidos, ya que un método
relativamente nuevo y existen muy pocos experimentos en los que cuantifiquen principio

activo en soluciones.
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Para asegurar la confiabilidad de los resultados, los métodos analiticos se someten a
un proceso de validacion. Con esto se comprueba si el método es lo suficientemente
confiable y si los resultados se obtienen dentro de las condiciones establecidas. La
validacion de los métodos analiticos se fundamenta en la determinacion de diversos

pardmetros que se establecen de acuerdo con la categoria a la que pertenezcan.

Para llevar a cabo las buenas practicas de laboratorio, la validaciébn es un requisito
que esta establecido por agencias regulatorias y por comisiones de Farmacopeas para el

registro de nuevos medicamentos, el cual fue el propésito del desarrollo de este método.
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II. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Comparar un método desarrollado por espectroscopia UV contra un método en Infrarrojo
cercano, para la cuantificacion de Clonixinato de lisina en una solucién inyectable, por
medio de la capacidad predictiva de estos métodos en muestras de concentracion

conocida.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Determinar las condiciones espectrofotométricas UV Optimas para la cuantificacion del

clonixinato de lisina

e Validar el método desarrollado para la cuantificacion de Clonixinato de Lisina por
espectrofotometria UV, evaluando especificidad, linealidad, precisién, exactitud vy

reproducibilidad adoptando los criterios de ICH y Guia de CQFB.

e Construir bibliotecas de espectros en NIR y desarrollar un método cuantitativo basado en
PLSR (regresion parcial por minimos cuadrados) para la determinaciéon del principio

activo en solucion.

e Validar el modelo propuesto para la cuantificacion de clonixinato de lisina por infrarrojo

cercano, evaluando linealidad, precision, exactitud, reproducibilidad y robustez

o Determinar si es posible cuantificar por infrarrojo cercano de forma confiable como

método alternativo de cuantificacion.
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lll. GENERALIDADES

1. Espectrofotometria de absorciéon

El término espectrofotometria se refiere al uso de la luz para medir las concentraciones

de sustancias.

RADIACION ELECTROMAGNETICA
La espectroscopia estudia la interaccién de la radiacion con la materia. Las técnicas
analiticas espectroscopicas miden la cantidad de radiacion absorbida o emitida por las especies
moleculares o atomicas. Dicha radiacién electromagnética puede describirse como onda con
propiedades de longitud, frecuencia, velocidad y amplitud etc, que se transmite en paquetes

energéticos.

d Longitud de onda () ——

lempo o distancia ——8M8

Figura1 . Propiedades de la radiacion electromagnética

El tiempo, medido en segundos, necesario para el paso de maximos 0 minimos sucesivos
por un punto fijo del espacio se llama periodo de radiacion de una onda (p). La frecuencia (v) es

el numero de oscilaciones del vector del campo eléctrico por unidad de tiempo y equivale a 1/p.

La velocidad de la onda esta dada por el producto de la frecuencia y la longitud de onda.
Dicha propiedad depende del medio y de la frecuencia de la onda, al vacio esta es una
constante. La longitud de onda (A) es la distancia entre maximos o minimos sucesivos de una
onda.
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La amplitud de una onda electromagnética es una cantidad vectorial que mide la fuerza del

campo eléctrico o electromagnético en un maximo de onda. [Harris, 1991]

Las regiones mas importantes del espectro electromagnético se presentan en la figura 2.

10 nm . 400 nm 800 nm l[b'3 m ]1]'] I
RAYOS | ULTRA- INFRARROIO MICRO RADIOFRECUENCIAS
X VIOLETA ONDAS
NIR i
R 11 T L

/

ULTRAVIOLETA||VISIBLE] | INFRARROJO e
(cercano) [ (vibracional)

2.5 |1 =] 5 | =D 5

4000cm™! 666cm™! 400cm™!

Figura.2 Espectro electromagnético.

2. Espectrofotometria ultravioleta y visible

2.1 Fundamentos de la espectrofotometria UV

La espectroscopia molecular esta basada en la absorcion de la radiacién ultravioleta por
los compuestos mayoritarios que forman la muestra, se emplea principalmente en el analisis

cuantitativo.

La absorcion de la radiacion ultravioleta en las moléculas se presenta en forma de
bandas anchas, obteniendo un espectro que incluye muchas lineas, las cuales representan una

transicion de un electron en su estado fundamental a su estado electréonico excitado.

Como se muestra en la figura 2 la radiacion ultravioleta se encuentra en las zonas del
espectro electromagnético de los 10 a 400nm. Esta zona se divide en dos regiones: el
ultravioleta cercano que abarca de 200 a 400nm y el ultravioleta lejano abarca de los 10 a
200nm. La espectroscopia de absorcion molecular ultravioleta tiene su principal aplicacién en la
region de 200 a 400nm.

La medida de la absorcidn basada en la radiacion ultravioleta o visible encuentra

extensa aplicacion en la determinacion cuantitativa de especies moleculares e ionicas.
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La absorcion de la radiacion ultravioleta o visible por especie atémica, molecular M o
idnica se puede considerar que es un proceso en dos etapas, la primera de las cuales implica

una excitacion electréonica, como se observa a continuacion

M + v— M*

donde h es la constante de Planck (6.6260755x 10°* J.s), mientras que u es la frecuencia de la
radiacién electromagnética, el producto de la reaccién entre M y el fotén" hu, es una especie
electrénicamente excitada que se presenta como M*. El tiempo de vida de la especie excitada
es breve de 10° a 10, su existencia acaba por alguno de los procesos de relajacion. El tipo

mas comun de relajacion implica la conversion de la energia excitada en calor esto es:
M* —— M + calor

La relacion puede tener lugar también por descomposicion de M* dando nuevas
especies: un proceso de este tipo se llama reaccion fotoquimica. Alternativamente la relajacién
puede implicar reemisién de radiacion fluorescente o fosforescente. La cantidad de energia

térmica desprendida por la relajacion es por lo general no detectable.

La absorcion de la radiacion ultravioleta o visible proviene de la excitacion de los
electrones enlazantes y como consecuencia, las longitudes de onda de los picos de absorcion
pueden correlacionarse con los tipos de enlace que existen en las especies. La aplicacién de la
espectroscopia de absorcion ultravioleta y visible son importantes para la determinacién

cuantitativa de compuestos organicos: cetonas, aminas, derivados nitrados, etc.

Muchos compuestos organicos absorben radiacién directamente en la region ultravioleta;

esta absorcion se debe a transicion electrénica de:

a) Los electrones compartidos por varios atomos y que participan directamente en los enlaces

()

b) Los electrones no compartidos que se localizan principalmente en los heteroatomos de

oxigeno, halogenuros, azufre, nitrdgeno ( n ).

La longitud de onda a la cual absorbe una molécula organica, depende de la fuerza de
unién de los enlaces. Los electrones que se comparten en enlaces sencillos () como carbono-

carbono o carbono-hidrogeno, estan unidos con tal fuerza que sélo es posible la absorcién con

" La luz esta constituida por particulas llamadas fotones, cada fotén tiene una energia E la cual esta dada por E=hv.
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fotones mas energéticos que los del ultravioleta cercano. Los electrones que participan en
dobles y triples enlaces (11 ) estan menos traslapados que los (o) por lo que la fuerza de unién

es menor, y es mas facil excitarlos.

Los orbitales atomicos que forman los enlaces 1 en los compuestos organicos que
tienen dobles ligaduras conjugadas estan deslocalizados, se consideran que se encuentran en
movimiento a través de la unidad quimica, por lo que interaccionan menos entre ellos y su

energia de unién es menor.

La diferencia que existe entre los niveles energéticos de unién ¢ y 1T en sus respectivos

niveles de antiunién o* y 1 coinciden con la energia que posee la radiacién ultravioleta.

La absorcién de la radiacion electromagnética produce las transmisiones electronicas
entre los distintos niveles de energia. Las transiciones permitidas de acuerdo a los enlaces que

absorben radiacion son:c —» 0*, N — 0, T—p Ty N — TT".

R
T , L 7 antienlazante
E o i o_antienlazante
g n n no enlazante
ucll T I ehnlarante
(8] O _phlazanta

Figura 3. Transmisiones electronicas permitidas.

Para la transicion o — o*, un electron de un orbital o absorbe radiacion
electromagnética y se excita pasando de un orbital o de antienlace; requiriendo para llevar a
cabo dicha transicion una energia que corresponde a la frecuencia de la radiacion de la regidn

ultravioleta al vacio

La transiciéon n—» 0* se lleva a cabo cuando estan presentes pares de electrones no
compartidos o electrones no enlazantes (n); éstos se excitan usando a un orbital de antienlace,
requiriendo para llevar a cabo dicha transicidon una energia correspondiente a la frecuencia
comprendida entre 150 y 250nm. Los maximos de absorcion para estas transiciones se llegan a

desplazar hacia longitudes de onda menores cuando se utilizan disolventes polares.

7
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Las transiciones en las que intervienen los electrones pertenecientes a los orbitales
mT—» T Yy N —I7* producen picos de absorcion dentro de la region ultravioleta cercano, en
la cual es factible trabajar experimentalmente. Las especies con enlaces insaturados absorben
en esta regién de espectro. Los maximos de absorcién para las transiciones n—» 1* se llegan
a desplazar hacia longitudes de onda menores, con un efecto hipocromico cuando se aumenta
la polaridad del disolvente. En cambio maximos de absorcién para la transiciones 1 —»1* se
desplazan hacia longitudes de onda mayores, con efecto batocromico cuando se aumenta la

polaridad del disolvente. [Harris, 1991]

2.2 Analisis Cuantitativo

Ley de Lamber y Beer

Cuando un haz de luz pasa a través de una solucion que absorbe radiacion, parte del

haz es absorbido.

Para poder llevar a cabo el analisis cuantitativo de un analito utilizando la ley de
Lambert-Beer se tiene que construir una curva de calibracidén; que se realice con un material de
referencia o con un reactivo de alta pureza del analito que se desea cuantificar, dicha curva
requiere de la preparacion de una serie de al menos cinco distribuciones provenientes de una
disolucién de concentracion conocida (disolucidon madre). Se traza un grafico de la respuesta
(absorbancia) de las disoluciones en funcion de la concentracién para el método de minimos
cuadrados se obtiene una linea recta que pase por los puntos de las intersecciones y una

ecuacion de dicha recta

El origen de esta ley se remonta a los trabajo del matematico francés Lambert que
establecio en el siglo XVIII, las bases de la espectrofotometria igualmente Beer fisico aleman
del siglo XIX establecio la ley que permite calcular la radiacién trasmitida por un compuesto en
disoluciéon en una matriz no absorbente después de su paso a través de un determinado

espesor, la expresion de la ecuaciéon matematica de lambert-Beer es:

A =¢IC

donde A representa la absorbancia, parametro Optico adimensional registrado por el

espectrofotometro, | es el paso 6ptico de la radiacion en centimetros, C es la concentracién

molary €, es el coeficiente de absortividad molar cuyas unidades son M cm’, a la longitud de

8
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onda A a la cual se realiza la medida del coeficiente absortividad llamada también coeficiente de
extincion, que es caracteristico del compuesto analizado y depende de la temperatura y del
disolvente. [Robinson; 1984]

Esta ley, que se refiere a la fraccién de luz absorbida, cumple con las siguientes condiciones

e La radiacion utilizada debe ser monocromatica

e La concentracion debe ser baja.

e La solucién de los analitos no debe de ser fluorescente ni heterogénea
¢ El soluto no debe sufrir transformaciones fotoquimicas

e El soluto no debe originar asociaciones variables con el disolvente

Los espectrofotometros son instrumentos espectroscépicos que permiten medir la
relacion entre la intensidad de energia inicial que se aplica a la muestra Po y la intensidad de
energia que ha pasado a través de la muestra P, lo que es necesario para medir la absorbancia

del analito.

2.3 Aplicaciones de la espectrofotometria UV

Como ya se menciond la espectroscopia UV tiene su principal aplicacion en el analisis
cuantitativo. El aspecto cualitativo sélo detecta los grupos croméforos presentes en las

moléculas.
Entre las principales caracteristicas de la técnica de espectroscopia UV son:

¢ Aplicabilidad, muchas especies tanto organicas como inorganicas absorben la radiacion
uVv.
o Alta sensibilidad, los limites de deteccidn para la espectroscopia UV estan en el intervalo
de 10*y 10° M
e Selectividad de moderada a alta
e Buena precision y exactitud
e Facilidad y comodidad, la espectroscopia UV es muy sencilla de manejar debido a los

instrumentos modernos y la automatizacion de los equipos.
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3. Espectroscopia infrarrojo cercano

La longitud de onda de la radiacién infrarroja disminuye en el intervalo de 25y a 700 my,
puesto que la longitud de onda de la luz visible varia entre 450mp (luz violeta) y 750mp (luz
roja), la radiacion infrarroja es menos energética que la visible (figura 4) y mas que la onda de

radio. La radiacion visible es el limite superior de la energia infrarrojo y el otro limite es a 25p.

E - Aisikble > Transiciones de electrones de valenda

‘ Infrarrojo —=-Wibraciones moleculares y rotaciones molecul ares

Figura 4. Comparacion energética y de comportamiento molecular de UV e IR

La region infrarroja del espectro, esta comprendida entre las longitudes de onda de 700
a 10°nm. Tanto por razones instrumentales, como por las caracteristicas de la interaccion de la

radicacion con la materia, se divide en tres zonas:

Tabla 1. Divisién de la region infrarrojo cercana

Region | Longitud de onda (nm) | Origen de la absorcion

NIR (Infrarrojo cercano) 700-2500 Sobretonos y bandas de
combinacion de vibraciones
moleculares fundamentales

MIR (infrarrojo medio) 2500-50000 Vibraciones moleculares
fundamentales

FIR (infrarrojo lejano) | 50000-10° | Rotaciones moleculares |

La region NIR fue la primera zona del espectro de absorcidon no visible que se descubrid,
pero el desarrollo y aplicacién de métodos espectroscépicos en esta region para la resolucion

de problemas analiticos ha sido lenta.

Gracias a todos los avances tecnolégicos el niumero de aplicaciones NIR en los
diferentes campos ha crecido enormemente en los ultimos anos. Actualmente se pueden
encontrar aplicaciones de la técnica en el analisis de alimentos, de productos farmacéuticos, de

polimeros, entre otras.

10
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El gran interés que ha despertado la espectroscopia NIR en el sector industrial puede
considerarse consecuencia directa de dos de las ventajas que ofrece como herramienta
analitica para el control de calidad. Por un lado, la baja absortividad molar de las bandas de
absorcion permite trabajar en modo de reflectancia con la ventaja de poder registrar el espectro
de muestras sdlidas y liquidas sin necesidad de realizar tratamiento alguno, aumentando asi el
numero y frecuencia de los analisis. Por otro lado, la doble dependencia de la sefal con la
naturaleza quimica vy fisica de la muestra permite tanto su identificacion como la determinacion

de parametros quimicos y fisicos de la misma
3.1 Fundamentos de la espectroscopia infrarrojo cercano

Para que una molécula absorba radiacion electromagnética tienen que darse dos
condiciones. Por un lado, la radiacion debe tener la energia precisa para satisfacer los
requerimientos energéticos del material. Por otro lado, debe producirse un acoplamiento entre la
radiacion y la materia. La radiacién en el infrarrojo tiene la energia necesaria para provocar
transiciones vibracionales en las moléculas y la primera condicién para la absorcién se satisface
si una determinada frecuencia de radiacion infrarroja corresponde exactamente a una
frecuencia fundamental de vibracion de una determinada molécula. Para satisfacer la segunda
condiciéon la absorcion de la molécula, debe experimentar un cambio en el momento dipolar
cuando tiene lugar la vibraciéon fundamental o rotacion. Si esto ocurre, el campo eléctrico
asociado a la radiacion puede interaccionar con el campo eléctrico originado por la fluctuacién

del momento dipolar de la molécula.

Cuando se trata de especies homonucleadas como O,, N, o Cl; el momento dipolar no
se altera durante la vibracion o la rotacion, y en consecuencia, este tipo de compuestos no

absorben en el infrarrojo.

Las moléculas absorben radiacion cuando alguna parte de ellas (es decir, los atomos o
grupos de atomos que la forman vibran con una frecuencia igual de la radiacion incidente.
Después de la absorcion las moléculas vibran con mayor velocidad. En la figura 5 se muestran
los diferentes movimientos que pueden presentar moléculas complejas; las vibraciones pueden
ser conjugadas, llevando a absorciones en el infrarrojo a frecuencias caracteristicas que pueden

relacionarse a grupos quimicos.

11
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Figura 5. Modos principales de vibracion molecular.

3.2 El modelo mecanico clasico para una molécula diatomica: Oscilador arménico-

anarmonico.

Las caracteristicas de vibracidon de una molécula diatdmica pueden aproximarse a las de
un oscilador armdnico simple: dos masas unidas por un resorte, una de las cuales vibra a lo
largo del eje de este resorte. Cuando dos atomos se aproximan, la repulsién couldmbica entre
los dos nucleos provoca un incremento mas rapido de la energia potencial del que predice la
aproximacién armonica y cuando la distancia interatdmica se aproxima a la distancia en la que
tiene lugar la disociacion, el nivel de energia potencial se estabiliza. Las moléculas tienen un
comportamiento arménico sélo cuando la energia potencial es baja, es decir, en relacion a la

posicion de equilibrio.

Para obtener una buena concordancia entre la teoria y la experiencia se afiaden
términos de correccidon a la aproximacion armonica que se denomina correcciones de
anarmonicidad [Ciurczak, 1992]. Una consecuencia que se deduce del modelo oscilar no
armonico es que no solo es posible observar la banda fundamental, sino que también pueden
ser observadas bandas correspondientes a transiciones, las cuales se denominan sobretonos y

corresponden a parte de las bandas observadas en NIR. [Pasquini; 2003]

12



GENERALIDADES
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Figura 6. Diagrama de energia potencial de una molécula diatémica, para un oscilador
armonico y anarmonico.

Aparte de los sobretonos, en la regién NIR también aparecen las denominadas bandas
de combinacidn, las cuales son debidas al cambio simultaneo en la energia de dos o mas
modos vibracionales. La intensidad de las bandas de combinacion y los sobretonos dependen
del grado de anarmonicidad del enlace. El hidrogeno, al ser mas ligero de los atomos, vibra con

una mayor amplitud en la vibracién stretching. [ Ciurczak, 1992]

3.3 Modos de registro en el NIR

En el intervalo espectral del infrarrojo préximo se realizan medidas de reflectancia,
tansmitancia, o transflectancia. La diferencia basica entre los tres tipos de medidas son la

posicion de la muestra en el instrumento, como se muestra en la figura 7.
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Figura 7. Disefo instrumental en espectroscopia NIR

En todos los casos, la sefal analitica que se obtiene en espectroscopia NIR es una
funcién compleja, que habitualmente se expresa como absorbancia aparente (a=log (I/R)) o
unidades de Kubelka-Munk cuando las medidas se realizan en modo de reflectancia, o como

absorbancia (A=log (1/T)) cuando las medidas se realizan por transmision.

MEDIDAS DE REFLECTANCIA DIFUSA.

La espectroscopia de reflectancia estudia la radiacion reflejada por la muestra, la cual

puede ser especular o difusa.

e La reflectancia especular viene descrita por las leyes de Fresnel y predomina cuando el
material sobre el que se produce la reflexién tiene valores altos de los coeficientes de
absorcion para la longitud de onda incidente; cuando la penetracion de la radiacién es
muy pequefia en comparacion con la longitud de onda y cuando las dimensiones de la

superficie reflectante son mucho mayores que la longitud de onda

e La reflectancia difusa tiene lugar en todas la direcciones de la superficie como
consecuencia de los procesos de absorcion y dispersion (figura 8) y predomina cuando

los materiales de la superficie reflectante son débilmente absorbentes a la longitud de
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onda incidente y cuando la penetracion de la radiacién es grande en relacion a la

longitud de onda

Figura 8. Reflectancia difusa

La reflectancia difusa se explica por la teoria de Kubelka-Munk. Esta teoria asume que la
radiacion que incide en un medio dispersante sufre simultdneamente un proceso de absorcién y
dispersién, de forma que la radiacion reflejada puede describirse en funcién de las constantes
de absorcién k y de la dispersion s. En el caso de muestras opacas y de espesor infinito, la

funcion Kubleka-Munk se describe mediante [Burns; 2001]

(l=Rw)s = k

f{ﬁ"ﬂ'"}l = 2R p O

Donde R. es la reflectancia absoluta de la muestra, que es la fraccion de radiacion incidente

que es reflejada.

En este caso la ecuacién 1 puede escribirse en funcidon de la concentracion del analito
absorbente (c) como:
(1l=Rejd =k ae

ft-lﬂ'q::[ S —— " —
‘ 2o § 5 )

Siendo a la absortividad molar.

En la practica, en vez de usar reflectancia absoluta R.. se utiliza la reflectancia relativa R
que es la relacion entre las intensidades de luz reflejada por la muestra y por un estandar. El
estandar es un material estable, con una elevada y relativamente constante reflectancia
absoluta en el NIR, tal como el teflén, sulfato de bario, 6xido de magnesio o placas ceramicas

de alumina de alta pureza.
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Rescribiendo la ecuacion de K-M en términos de reflectancia relativa se obtiene:.

e l=Rw)*m ac
FiR) = 2R ~ )

Asi para aquellas muestras que siguen esta relacion, un grafico de f(R) en funcion de la
concentraciéon es una linea recta con una pendiente de a/s. Sin embargo, si la matriz presenta
absorcion o si el analito tiene bandas de absorcion intensas, la reflectancia difusa de las
muestras no cumple con la ecuacion de K-M vy el grafico de f(M) frente a la concentracién no es

lineal.

Se acepta que la ecuacion de K-M como la ley de Beer, es una ecuacién lineal que sélo
puede aplicarse a bandas absorbentes de baja intensidad. Este supuesto se cumple en NIR,
pero como no puede aislarse la absorcion del analito de la absorcion de la matriz (que
frecuentemente absorbe fuertemente a la misma longitud de onda que el analito), se produce

desviaciones de la ecuacion.
3.4 Aplicaciones de NIRS

El uso de NIRS tiene una gran aplicacion en los sectores agricolas, textil, alimentos, de
polimeros, farmacéuticos, petroquimico y mas recientemente en el diagnostico clinico. [Hayley;
1996].

. En el sector agricola la espectroscopia infrarrojo cercano es aplicado para el analisis

rapido de proteinas, humedad y contenido de lipidos en granos o semillas de soya.

e En la industria del alimento para animales puede ser utilizada para la gradacion de
calidad de la materia prima (por ejemplo, alfalfa), analisis de ingredientes para la

formulacién del alimento, y verificacion de la calidad del producto final.
e Enlaindustria de polimeros, en petroquimica para evaluacion de algunos minerales.

e En la industria farmacéutica ha mostrado un especial uso, tanto para la identificaciéon de
grupos funcionales como para el analisis cuantitativo en control de calidad ( en
identificacién de materia primas, preparados de formas polimérficas y determinacion de
principios activos) y en el control de procesos (Homogenizacion de mezclas,
seguimiento de procesos de film coating, seguimientos de reacciones y de conversiones

polimorficas) .
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3.5 Quimiometria

La senal producida por un instrumento de medida puede considerarse una sefial “en
bruto” que dificilmente podra utilizarse de forma directa. En la mayor parte de los casos se trata
de una magnitud fisica que resulta necesario correlacionar con la magnitud quimica de interés.
La necesidad de tratar adecuadamente la informaciéon adquirida para extraer de ella lo mas
importante, ha llevado al desarrollo de nuevos procedimientos de una rama de la quimica
analitica denominada quimiometria. Esta puede definirse como la parte de la quimica que,
usando métodos matematicos, estadisticos y de ldégica formal, disefia o selecciona
procedimientos de medida 6ptimos y proporciona la maxima informacién relevante de los datos

analiticos.

La utilizacion de los métodos quimiométricos permite, entre otras cosas la identificacion
de muestras, el analisis de mezclas complejas sin necesidad de separaciones previas; la
posibilidad de determinar simultdneamente varios analitos; aumentar la sensibilidad respecto a

los métodos convencionales etc.

Para llevar a cabo un analisis, ya sea cualitativo o cuantitativo, es necesario establecer,
previamente, modelos capaces de predecir propiedades desconocidas de nuevas muestras, de

las cuales se ha determinado previamente la magnitud de la sefial analitica.

El proceso de modelado de un conjunto de datos, ya sea para la clasificacién o para la
determinacion cuantitativa de un parametro determinado, tiene como finalidad obtener un

modelo robusto capaz de predecir propiedades de nuevas muestras.
Para la obtencién de un modelo robusto se deben seguir las siguientes etapas:

a. Seleccion del conjunto de calibracion: Seleccionar un conjunto limitado de muestras
de las que se conozca la propiedad a determinar y que sea representativo de las muestras

para las que se quiere realizar predicciones futuras.

b. Métodos de referencias. Se determinan las concentraciones o propiedades de las
muestras mediante métodos de referencia adecuados. Estos métodos de referencia deben
de proporcionar valores precisos y exactos, ya que de ellos dependera la exactitud del

modelo multivariante obtenido.
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c. Obtencion de la sefal analitica. Registrar la sefal e introducir al sistema instrumental
los datos del método de referencia; éstos son almacenados y quedan disponibles para su

posterior tratamiento.

d. Pretratamiento de los datos: En esta etapa se minimizan posibles contribuciones no
deseadas presentes en las sefalas denominadas comunmente ruido, que disminuyen la
reproducibilidad y que pueden provocar que el sistema presente ciertas caracteristicas de
no-linealidad que daria lugar a estimaciones menos solidas. El ruido puede tener diferentes
causas u origenes; puede haber ruido debido a los componentes de la instrumentacién
utilizada para el registro, debido a variaciones de temperatura, humedad u otras
condiciones ambientales, o bien a variaciones en la sefal debidas a la propia naturaleza de

la muestras.

A continuacién se comentaran los pretratamientos espectrales mas habituales en

espectroscopia, aplicados con el fin de reducir o eliminar la contribucion del ruido:

1. Promedio de espectros: el ruido de alta frecuencia es de naturaleza aleatoria, por lo

que un promedio de varias sefiales de una misma muestra reduce la contribucién del
ruido aumentando la sefal/ ruido. Es un procedimiento muy usual, siendo el espectro

final el resultado de promediar un nimero determinado de espectros individuales.

2. Suavizado espectral: aplica en aquellos casos en los que el promedio de los

espectros no es suficiente ya que la relacién senal/ruido es pequefia. En este caso
existen algunos algoritmos matematicos que, aplicados al espectro reducen el ruido
suavizando la sefal. Los métodos de suavizado mas habituales son los basados en

filtros de Savitzky Golay y en transformadas de Fourier.

3. Correccidn de linea base: Intenta corregir determinadas tendencias en la linea base

que aportan ruido a la sefial. Es usada para compensar el cambio espectral por
sustraccion de cada valor espectral en una longitud de onda especifica. [Manual

Foss Nirsystem].

4. Derivacién: Es uno de los pretratamientos mas utilizados en espectroscopia para
minimizar desviaciones de linea base causados por efectos de dispersion. En
espectroscopia NIR se utiliza para disminuir los problemas mas caracteristicos:
solapamiento de bandas y variaciones de linea base. La utilizacién de la primera

derivada elimina los términos constantes a todas las longitudes de onda, es decir,
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desplazamiento de linea base, mientras que la segunda derivada corrige ademas las
desviaciones causadas por los términos que varian linealmente con la longitud de
onda. Generalmente no se utilizan derivadas de orden superior, puesto que la primera

y segunda suelen ser suficientes. [Burns, 2001].

5. Variable normal estdndar: o SNV es utilizado para la correccién de los efectos de

tamafo de particula en espectroscopia UV [Manual Foss Nirsystem]. Se aplica
individualmente a cada espectro, sin depender de ningun espectro de referencia. De

esta forma se obtiene una escala comun a todos los espectros. [Pou, 2002]

e. Construccién del modelo: Seleccidén del modelo que establece la relacion entre la
sefial analitica y la variable respuesta deseada. El modelo puede tener una base
totalmente empirica o bien soportada por una base tedrica que explique el fendmeno
fisico o quimico responsable de la sefal analitica. La optimizaciéon del modelo se realiza

ensayando distintos tratamientos matematicos e intervalos de longitud de onda.

Los métodos de calibracién pueden clasificarse de diferente manera, en funcién del

criterio que se utilice; los mas habituales se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Criterios para la clasificacion de los métodos de calibracion.

Criterio Método de calibracion.
Dependiendo del niamero de Univariable Relacion matematica entre wuna Unica
. variable dependiente y una Unica variable
variables . )
independiente
Multivariante Intervienen mas de una variable dependiente
e independiente
Dependiendo del tipo de Lineal Relacionan las variables dependientes con

funciones lineales de las variables

funcién matematico . .
independiente

No lineal Relacionan las variables dependientes con
funciones no lineales de las Vvariables
independientes.

Dependiendo de la obtencién Directa Cuando los parametros de calibracién se
conocen directamente a partir de la sefial de

de los arametros de . R
P cada uno de los analitos de forma individual

calibracion
Indirecta Cuando los parametros se conocen a partir
de las sefales analiticas de mezclas de los
componentes.
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Dependiendo de cual es la Clasica La variable independiente es la
. . . concentracién y la variable dependiente la
variable independiente ~
senal
Inversa La variable dependiente es la concentracion

y la variable independiente la sefial

1. Regresioén lineal multiple (MLR).

El método fue introducido por Sternberg y colaboradores en 1960. Calcula una
relacion lineal entre la sefial y la concentracion aplicando el método de minimos

cuadrados? y se utiliza tanto en calibracién clasica como en calibracién inversa.

> Regresion lineal multiple clasica (CLS): Asume el cumplimento de la ley de Lambert-
Beer para cada uno de los componentes de una mezcla en todo el intervalo de
trabajo y la aditividad de las absorbancias en las muestras. La sefial debida a una
muestra es funciéon de la concentracion de cada componente por un coeficiente de

proporcionalidad, de la forma expresada en la siguiente ecuacion:

(- R|1 €y + 'Ff'::r €y + =t '!'*Trn €y + & 3.1

Siendo esta ecuacion valida para una muestra que contenga n componentes, donde
g; es el error aleatorio de la media, c; es la concentracion del componente i y k; es el
coeficiente de proporcionalidad de cada muestra, igual al producto de absortividad
molar por el paso 6ptico. Si se registran K longitudes de onda K= n, se obtendra un
sistema de ecuaciones, que al ser resuelto dara las constantes de proporcionalidad

de la ecuacion.

Este es un método que utiliza el espectro completo, por lo que puede proporcionar
mejoras frente a otros métodos en los que se trabaja con un numero limitado de
variables. [Haaland, 1980]

Sin embargo, para que este método pueda aplicarse a determinacién simultanea de

varios componentes, deben cumplirse las siguientes condiciones:

2 Minimos cuadrados es una técnica de optimizacion matematica que, dada una serie de mediciones, intenta
encontrar una funcién que se aproxime a los datos (un "mejor ajuste"). Intenta minimizar la suma de cuadrados de las
diferencias ordenadas (llamadas residuos) entre los puntos generados por la funcion y los correspondientes en los
datos
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e Se deben conocer todos los componentes que contribuyen a la sefal
analitica.

e No se deben de producir interacciones quimicas ni fisicas entre los

analitos, ni tampoco entre el analito y la matriz

e El ruido debe de ser aleatorio en todo el intervalo de longitud de onda y

con la menor magnitud posible.

> Regresion lineal mdltiple inversa: (ILS, Inverse Least Square) asume una relacion
entre la absorbancia y la concentracion que es inversa a la ley de Lambert-Beer. La
concentracién es funcion de la absorbancia a cada longitud de onda y se calcula

multiplicando los valores de absorbancia por unos coeficientes de proporcionalidad.
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Este método tiene la ventaja de que no es necesario conocer la concentracién o la
contribucién de todas las especies absorbentes de la mezcla para la cuantificacion de
los analitos de interés. Sin embargo, los componentes no incluidos en la
cuantificacion deben estar presentes en todas las muestras y son modelados

implicitamente.

La principal desventaja de este método es que el nimero de muestras debe de ser
mayor que el numero de variables. La seleccion de las variables es una cuestién
compleja, ya que la utilizacion de un numero demasiado elevado de variables puede
provocar problemas de colinealidad (diferentes variables independientes aportan la
misma informacion, ya que estan altamente correlacionadas), disminuyendo asi la

precision de los resultados.

21



GENERALIDADES

2.

Método basados en reduccion de variables

Estos métodos se basan en que la informacién contenida en las variables de la senal
pueden estar contenidas en un numero menor de variables sin que haya pérdida de
informacion relevante. El proceso de calibracion se realiza, no sobre los datos
originales, sino sobre estas nuevas variables, simplificando el modelo y la

interpretacién de los resultados.

Este tipo de métodos de calibracion son de espectros completos, no presentan
problemas de colinealidad ni las consecuencias derivadas de ella. Por estas razones,
la tendencia actual es la utilizacion de métodos de calibracion basados en una

reduccion de variables previa al calculo del modelo.

Regresion en componentes principales (PCR): aprovecha las propiedades de la
descomposicién en componentes principales (PCA), realizando una regresion multiple
inversa (ILS) de la propiedad a determinar sobre las puntuaciones obtenidas en el
PCA en lugar de realizarla sobre los datos originales. No existe pérdida de
informacion atil, ya que las puntuaciones contienen la misma informacion que los

datos originales pero habiendo eliminando el ruido.

Si tenemos en una muestra con un conjunto de P especies absorbentes, tendremos P
variables yi, Y», Ys...yp representando la concentracion de cada componente que
pueden ser escrita en forma de vector y. El espectro de la misma, registrado a K
longitudes de onda constituye un conjunto de K variables independientes X, Xz, X3....Xk

que pueden ser escritas en forma de vector x. Si se construye un conjunto de
calibracién de M objetos, se puede agrupar los vectores que describen cada uno de
ellos en dos matrices: la matriz Y, que contiene las concentraciones de cada
componente en cada muestra, de dimensiones (M X P) y la matriz X, que contiene los
espectros de cada muestra, de dimensiones (M X K). De este modo, dentro de las
matrices la informacién espectral o las propiedades a determinar de cada muestra
estan escritas en una fila, mientras que cada columna contiene la informacién de una

variable concreta para todas las muestras presentes.

Uno de los principales problemas con PCR es que los componentes principales que
mejor representan la matriz de los datos espectroscopicos, X, pueden no ser los mas
apropiados para la predicciéon de las propiedades de los analitos que queremos

determinar. Por este motivo se ha desarrollado otra técnica de calibracién que intenta
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concentrar el maximo poder predictivo en los primeros componentes principales. Este

nuevo método es la regresion parcial por minimos cuadrados.

El método de Regresién Parcial por Minimos Cuadrados (PLS, Partial Least-
Squares Regression) fue desarrollado por H. Wold en 1975. La principal diferencia
con respecto a PCR radica en el hecho de que en PLS se intenta contener la mayor
informacion para la produccion de las muestras en los primeros componentes
principales. Para ello durante la etapa de calibracion, el algoritmo PLS utiliza tanto la
informacién contenida en la matriz de datos espectroscopicos (Matriz X) como la
informacion contenida en la matriz de la propiedad a determinar (matriz Y),
obteniéndose unas variables auxiliares llamadas latentes, factores o componentes
PLS.

Una vez centrada o autoescaladas las matrices X e Y, cada una de las matrices se

descompone en una suma de A factores, calculando simultaneamente:

&
X—?F*‘+E-ZFEF§+ E
aml 3.3

V=UQ'+E=X4 ,u.qt + F 3.4

La ecuacién (3.3) es la descomposicion de la matriz de datos espectroscépicos X
siendo T la matriz de puntuaciones, P la de cargas y E la matriz de residuales. En la
ecuacion 3.4, que es la descomposicion de la matriz de la propiedad a determinar Y,
U es la matriz de puntuaciones, Q la matriz de carga y F la matriz de residuales. Si
tenemos M muestras, A factores, K variables y P analitos, la dimensionalidad de la
matrices es la siguiente Ty U (M x A), P' (A x K) y Q' (A X P). En este caso las de
cargas no coinciden con las direcciones de maxima variabilidad de las muestras
como es el caso de PCA, ya que estan corregidos para poder obtener la maxima
variabilidad de las muestras como en el caso de PCA. Ya que estan corregidos para

obtener la maxima capacidad predictiva para la matriz Y.

La descomposicion de ambas matrices no es independiente, sino que se realiza de
forma simultanea, estableciéndose una relacién interna entre las puntuaciones de

los bloques X e Y de forma que para cada componente se cumpla:
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Donde el simbolo # indica que es una cantidad calculada y b, es el coeficiente de
regresion para cada uno de los factores PLS. Si se desea calcular una Unica
concentracién de las presentes en la matriz Y, el algoritmo recibe el nombre de
PLS1. El algoritmo PLS1 ha sido empleado en la calibracion multivariantes de este

trabajo.

f. Validacion del modelo. Aplicacion del modelo establecido a un nimero de muestras de
las que se conoce la propiedad a determinar, que no hayan sido utilizadas en la etapa de
construccion del modelo. De esta manera se verifica que el modelo construido constituye

una correcta descripcién del conjunto de datos experimentales.

g. Prediccion de nuevas muestras: Utilizacién del modelo construido y validado para
predecir la propiedad en muestras nuevas de las que se ha determinado previamente la

magnitud de la sefial analitica. [Porcel, 2001].
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4. Validacion de Métodos analiticos

Cualquier método de analisis que se quiera utilizar para llevar a cabo el control de
calidad de productos farmacéuticos y que no se trate de un método oficial, debe someterse a un

proceso de validacion para que pueda ser aceptado en analisis de rutina.
4.1. Definiciéon de validacion

La validacioén es el proceso por el cual se demuestra, por estudios de laboratorio, que la
capacidad del método satisface los requisitos para la aplicacion analitica deseada [Guia.
CNQFB, 2002]

4.2. Justificacion de la validacion de métodos analiticos

La validacion de métodos analiticos puede tener problemas de tiempo y material por ser

un proceso exhaustivo pero tiene grandes ventajas:

Demostrar que los métodos son adecuados a los analisis propuestos en las condiciones
descritas. La validacion es la herramienta que permite obtener las pruebas documentadas al

respecto

Trabajar con métodos que ofrezcan confiabilidad y seguridad en el resultado, lo cual a su

vez minimiza el niumero de fallos y repeticiones, permitiendo un importante ahorro de costos.

Cumplir con las exigencias legales tanto de registro ante secretaria de salud y de las

Buenas Practicas de Laboratorio, con el fin de asegurar la calidad y eficiencia del producto.

4.3. Términos relacionados

Validacién, calificacion y calibracién son conceptos que suelen emplearse de forma indistinta;

sin embargo, conceptualmente son diferentes:

e Validar es verificar y documentar que un método o proceso hace lo que tienen que

hacer.

o Calificar es dotar o verificar las cualidades o caracteristicas inherentes a un aparato.
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Calibrar es realizar el conjunto de operaciones que determinan la relacion entre los
valores indicados por el sistema de medicion y los valores conocidos correspondientes a
un patrén de referencia. Por lo cual se puede decir que los métodos deben ser validados
y los instrumentos calificados. En la Tabla 2 se observa la secuencia que se ha de llevar

a cabo en la validacion [Salazar,2001]

Tabla 3. Secuencia de una validacion

NOMBRE APLICACION / REALIZACION
CALIBRACION Instrumentos / Aparatos de medida
CALIFICACION Aparatos de control de maquinas

Equipos
VALIDACION Procesos (Fabricacion , analisis)

4.4. Tipos de validaciéon

En general se pueden considerar tres tipos de validacion de métodos analiticos:

Validacion Prospectiva: para métodos nuevos

Revalidacién: repeticion total o parcial de una validacién para verificar que el método
analitico continua siendo suficientemente fiable en el tiempo, o tras realizar
modificaciones respecto al método inicial.

Validacion retrospectiva: para métodos repetidamente utilizados, no validados
anteriormente y en los cuales se tiene documentacion suficiente para probar que el

método sirve para lo que fue desarrollado.
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44.1.

Conocimientos previos a la validacion

Tener perfectamente caracterizado el analito

Trabajar con una formulacion definida, puesto que los cambios en la composicion,
incluso a nivel de excipientes, afectaran probablemente al procedimiento analitico.
Definir el procedimiento con todas su condiciones necesarias para asegurar obtener los
resultados deseados

Tener todos los materiales y el equipo en perfectas condiciones para realizar la

validacion.

4.5. Estrategia de validacion

La estrategia general de validacion esta formada de tres etapas:

1.

2.

3.

Optimizacién de la metodologia analitica: donde se conoce el sistema y pueden preverse
los problemas del método desarrollado. A partir de las necesidades, objetivos del
método y de la informacion recogida en esta etapa, se estableceran los limites de

aceptacion de cada uno de los parametros.

Validacion: consiste en el analisis de una serie de muestras a lo largo de varios dias y
por dos analistas, como minimo. En esta etapa se analizaran muestras que van a

permitir asegurar el buen funcionamiento del método

Analisis estadistico: del conjunto de datos generados se obtienen los parametros
analiticos de interés, tales como precision, exactitud, linealidad, reproducibilidad,
tolerancia. Los datos obtenidos a lo largo de la validacion y el analisis estadistico
permiten determinar los limites de confianza del método y establecer como se

comportara en su aplicacion rutinaria
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4.6. Validacion de métodos de analisis en la industria farmacéutica.

Las guias oficiales que establecen la normatividad para llevar a cabo una validacion son: United
States Pharmacopeia (USP) International Conference on Harmonisation (ICH) y Food and Drug
Administration (FDA). Sin embargo, la mayoria de estas guias estan dirigidas a la validacién de
métodos cromatograficos, con lo que la validacién de otros métodos se convierte en un proceso

sin reglas preestablecidas.

En funcion de la aplicacién analitica de un método, se indican los parametros de
desempefo a estudiar. En la tabla 4 se muestran las caracteristicas que, segun la guia ICH

Q2A, deben de ser evaluadas

Tabla 4. Caracteristicas que deben evaluarse

Caracteristicas a evaluar | Identificacion | Prueba de impurezas | Determinacion
Cuantitativo| Limites | de contenido
Exactitud - + - +
Precision
Repetitividad - + - +
Precisién intermedia - + (1) - + (1)
Especificidad (2) + + + +(4)
Limite de deteccidn - -(3) + -
Limite de cuantificacion - + - -
Linealidad - + - +
Rango - + - +
Estabilidad de la muestra (5) - * - *
Robustez - * * +

- no evaluado habitualmente
+ evaluado habitualmente
(1) En caso en que se realice la reproducibilidad, no es necesario evaluar la precision intermedia
(2) La falta de especificidad de un método puede ser compensada por otra alternativa analitica de
soporte, como cromatografia de capa fina
(3) Puede ser necesario en algunos casos
(4)Un método que es exacto y lineal, por definicion es especifico al placebo analitico o a los otros componentes
de la muestra.
*Puede ser requerido dependiendo de la naturaleza del método.
(5). También es definido como un estudio de tolerancia.
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A continuacién se realiza una descripcion de cada uno de los parametros:
4.6.1. Prueba de Adecuabilidad

La prueba de adecuabilidad del sistema consiste en un conjunto de ensayos que
permiten comprobar, en el momento de utilizar el método, que el sistema (analista, reactivos e
instrumento) es adecuado para llevar a cabo la determinacién para la que se ha establecido y
validado dicho método. Por tanto, esta prueba se ha de entender como parte integrante del
procedimiento de analisis y requisitos previos a su realizacion. En la practica podria equiparse a
una “revalidacién en continuo”, ya que proporciona la seguridad de que en el momento de iniciar
el ensayo el conjunto del sistema continua siendo “valido” para el propdsito para el que fue

realizado.

4.6.2. Especificidad

Especificidad es la capacidad de un método analitico para medir y/o identificar de forma
inequivoca el analito de interés, en presencia de otras sustancias quimicas que pueden estar

presentes en la muestra.

La presencia de interferencia pueden tener distintos efectos en la determinacién del
analito como imposibilitar su inequivoca identificacion (aparicion de falsos positivos) o

distorsionar su respuesta.

La especificidad de un método analitico se determina antes de iniciar el estudio de
cualquier otro parametro de validacion, dado que debe conocerse en que grado la respuesta

del método es Unicamente proporcionada por analito, sin interferencia de otras sustancias.

Dependiendo del objetivo del método analitico, los procedimientos necesarios para
evaluar la selectividad son diferentes. ICH distingue dos categorias en la evaluacion de la

selectividad: identificacion y métodos cuantitativos

En los métodos de identificacion se demuestra que el método es capaz de discriminar
entre el analito y sustancias con estructura muy similares que pueden estar presentes en la
muestra. El proceso de discriminacion puede confirmarse obteniéndose resultados positivos en
el analisis de muestras que contienen el analito frente a resultados negativos en muestras que

no lo contienen. Ademas, la prueba de identificacion puede aplicarse a sustancias relacionadas
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con el analito para confirmar que no se obtiene respuesta positiva. Las interferencias
potenciales que deben de considerarse han de seleccionarse con criterio quimico segun el

Caso.

Los métodos cuantitativos, incluidas las pruebas de impurezas han de demostrar su
selectividad, teniendo los componentes individuales bien caracterizados. Cuando se utiliza un
ensayo selectivo, otros métodos de analisis pueden ser utilizados para demostrar la selectividad

global

4.6.3. Exactitud

La exactitud de un procedimiento analitico expresa la proximidad entre el valor que es

aceptado como valor verdadero o de referencia y el valor experimental encontrado.

La exactitud debe demostrarse en todo el intervalo de concentracion especificado para el
método analitico. Se recomienda un minimo de 9 determinaciones sobre 3 niveles de

concentracion del analito (por ejemplo, 3 determinaciones por 3 niveles).

Matematicamente la exactitud puede expresarse como porcentaje de recuperacion del
ensayo o como la diferencia entre la media obtenida y el valor aceptado como verdadero con

sus intervalos de confianza.

Estadisticamente se suele efectuar un test t de Student para si el valor medido hallado y
el valor considerado como verdadero no difieren significativamente para un grado de

probabilidad determinado.

La desviacion de la exactitud por exceso se produce cuando existen interferencias u la
selectividad del método no es adecuada, obteniéndose resultados superiores al valor
verdadero. En este caso, si es posible, se puede modificar las condiciones del método para

optimizar la selectividad, o bien cambiar por otro método alternativo que sea mas selectivo.

La desviacion de la exactitud por defecto se produce cuando la matriz de la muestra es
compleja y la extraccion del analito requiere varios pasos, obteniéndose recuperaciones mas
bajas. Cuando esto ocurre es conveniente intentar optimizar la preparacion de la muestra para
mejorar el factor de recuperacion. Si esto es muy costoso o no es posible, cuando la exactitud

obtenida es repetible, es decir, tiene una precision elevada y ademas es homogénea en todos
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los niveles de concentracion estudiados, puede aplicarse un factor de correccién® en el calculo

final para compensar las pérdidas del analito debidas al método de extraccion.

4.6.4. Precision

La precision expresa el grado de dispersion entre una serie de medidas que incorpora

multiples tomas de una misma muestra homogénea en las condiciones establecidas.

El objetivo del estudio de precision es conocer la variabilidad del método de ensayo,
pero sin tener en cuenta su proximidad con el valor real. Esta variabilidad es debida a errores
aleatorios inherentes a todo método. Como consecuencia de la existencia de estos errores, los
andlisis efectuados sobre muestras idénticas, en la misma circunstancia, no conducen
generalmente a resultados idénticos. Los factores susceptibles de influir sobre los resultados de
un ensayo no pueden ser siempre controlados (analista, equipo, instrumental, reactivos, tiempo

etc) de aqui la importancia de dicho estudio.

Los resultados se expresan, generalmente en términos de coeficiente de variacion (CV),
desviacion estandar e intervalo de confianza. El nivel de exigencia de los resultados dependera
del tipo de muestra y del método utilizado. Segun la ICH, la precision puede determinarse a tres

niveles distintos: repetitividad, precisién intermedia y reproducibilidad.

e Repetitividad: expresa la variabilidad del método efectuando una serie de analisis sobre
la misma muestra bajo las misma condiciones de operacién (analista, instrumentos y

reactivos) en un periodo de tiempo corto.

Puede ser estudiada siguiendo dos procedimientos
v" Un minimo de 6 determinaciones al 100% de la concentracién nominal.
v" Un minimo de 9 determinaciones cubriendo el intervalo especificado del
método ejemplo 3 réplicas a 3 niveles de concentracién.
e Precisién intermedia. Expresa la variabilidad del método efectuando una serie de analisis
sobre la misma muestra, pero en condiciones operativas diferentes (analista, dia,

instrumentos) en un mismo laboratorio.

3 Factor de correccion: tratamiento matematico o valor numérico constante que se adiciona a los resultados obtenidos
con el fin de obtener resultados finales exactos.
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Por lo general la estimacion de la precision intermedia, se realiza con el calculo del
coeficiente de variacion global de los resultados obtenidos, variando estos factores.
Normalmente se aceptan valores del coeficiente de variacion inferior al doble del
coeficiente de variacion de la repetitividad del método. En caso de que no se cumpla es

necesario evaluar cual es el factor responsable de esta variabilidad.

¢ Reproducibilidad. Expresa la variabilidad de los resultados inter-laboratorio y, por tanto,
se considera como un estudio de precision intermedia con el laboratorio como factor
adicional. Este parametro no es obligatorio y se debe realizar en aquellos casos en que

se pretenda estandarizar el procedimiento analitico.

4.6.5. El limite de deteccion

El limite de deteccidon (LD) se define como la minima cantidad de analito que se puede
detectar en la muestra, aunque no sea posible cuantificarla a ese nivel de concentraciéon. Por

tanto, es solo un término cualitativo.

Para determinar el limite de deteccidn pueden realizarse diferentes aproximaciones

dependiendo de si el método es instrumental o no, utilizando protocolos basados en:

e Evaluacion visual: la cual puede ser usada en métodos no instrumentales (cromatografia

de capa fina o en valoraciones) y en métodos instrumentales.

¢ Relacion sefal/ruido, aplicable a métodos con linea base, como la espectrofotometria

UV-Visible o la cromatografia liquidos o gases.

e Desviacion estandar de la respuesta y la pendiente de la recta de calibrado. Asimismo,
los parametros necesarios para estos calculos pueden determinarse utilizando distintas

vias.

e Desviacion estandar del blanco: en la cual se mide la magnitud de la respuesta analitica
de la solucién blanco, realizado por un numero de andlisis apropiado de muestras

blanco, se calcula la desviacion estandar de esas repuestas.
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Es necesario determinar el limite de deteccién en métodos de analisis destinados a la
evaluacion de impurezas mediantes ensayos limite. Esto es, ensayos en los que simplemente
se determina si la cantidad de impurezas presente en la muestra es superior o no al limite

establecido en especificaciones, sin dar un valor numérico.

4.6.6. Limite de cuantificacion

El limite de cuantificacion (LC) es la minima cantidad de analito presente en la muestra
que se puede cuantificar, bajo las condiciones experimentales normales, con una adecuada

precision y exactitud.

Para evaluarlo pueden utilizarse los mismos métodos que en el limite de deteccion

aunque los parametros de aceptacion son ligeramente distintos

4.6.7. Linealidad

La linealidad es la capacidad del método para proporcionar resultados que son
directamente proporcionales a la concentracién del analito en la muestra dentro de un intervalo

de concentracion establecido.

Si al observar el grafico de la sefial analitica en funcion del contenido de analito existe
una relacion lineal, los resultados pueden ser analizados mediante parametros estadisticos,
como la regresién lineal por minimos cuadrados (coeficiente de correlacion, ordenada en el
origen, pendiente y error estandar relativo de la regresion). En caso que la respuesta analitica

no sea lineal con la concentracién, ésta debe describirse por una funciéon adecuada.

Para evaluar la linealidad se recomienda un minimo de cinco concentraciones, que
cubran el intervalo de concentracion del método, obtenidas directamente por dilucién de una

solucién stock del analito o por pesadas independientes.
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4.6.8. Intervalo de concentracion

El intervalo se define como el intervalo de concentracidon superior e inferior del analito

para el cual se ha demostrado la correcta precision, exactitud y linealidad del método descrito.

El intervalo de concentraciones minimo que habitualmente debe especificarse
dependera del tipo de analisis. Para analisis cuantitativo, es de 80%-120% de la concentracién,
para la prueba de uniformidad de contenido es de 70% -130%, para prueba de disolucion es de

+ 20% el intervalo de concentracién especificado.

4.6.9. Estabilidad analitica de la muestra

La estabilidad analitica es una propiedad de la muestra preparada para su
cuantificacién, de conservar su integridad fisicoquimica y la concentracion del analito, después

de almacenarse durante un tiempo determinado bajo condiciones especificas.

El analista debe establecer la etapa de analisis en la cual se desea evaluar la
estabilidad, ademas de determinar si en dicha etapa, es posible fraccionar (muestras

dependientes) o no (muestras independientes) y las condiciones de almacenaje.

Para determinar la estabilidad analitica para muestras dependientes, el analista debe
procesar hasta la etapa preestablecida por lo menos por triplicado una muestra homogénea.
Fraccionar cada una de las preparaciones de acuerdo a las condiciones de almacenaje de
interés. Terminar el andlisis de una de las fracciones de cada preparado. Proseguir el analisis
de cada una de las fracciones al término de cada condicion de almacenaje, utilizando una

solucion de referencia recientemente preparada.

Para determinar la estabilidad analitica para muestras independientes, a partir de una
muestra homogénea, el analista debe analizar por triplicado el contenido; simultaneamente y de
la misma muestra procesar el numero de muestras necesarias para cada condicion de
almacenaje hasta la etapa preestablecida (preparaciones) al menos por triplicado. Proseguir el
analisis de cada una de las fracciones al término de cada condicién de almacenaje, utilizando

una solucién de referencia recientemente preparada.
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4.6.10. Tolerancia

Reproducibilidad de los resultados analiticos obtenidos, por el analisis de la misma
muestra bajo condiciones normales de operacién como puede ser: equipos, columnas etc. La
robustez y la tolerancia son conceptos diferentes, ya que el primero se refiere a la influencia de
factores internos del método mientras que la tolerancia, se refiere a factores externos del

método.

Los parametros que estan relacionados con la tolerancia son la precision intermedia y la
estabilidad ya que cambian condiciones como analista, dia, condiciones de analisis y

almacenaje.

Se debe de establecer aquellos factores ajenos al método como diferentes equipos, lote
de reactivos, columnas etc., que se puedan presentar al reproducir el método en otras

condiciones de uso y analizar una misma muestra por lo menos por triplicado a cada condicién.

4.6.11. Robustez

La robustez es la capacidad que demuestra el procedimiento de analisis para
proporcionar resultados validos en presencia de pequeios cambios respecto de las condiciones

descritas en el método, susceptibles de producirse durante su utilizacién.

La guia ICH recomienda incluir la robustez en una fase apropiada del desarrollo del
método y no en la validacion propiamente dicha, dado que si la robustez del método no se
comprueba con anterioridad a iniciar la validacion, puede suceder que se intente validar un

meétodo poco robusto, con los consiguientes malos resultados y pérdida de tiempo y dinero.

Los parametros a evaluar en cualquier método de analisis pueden ser tanto parametros
cuantitativos (influencia del valor de pH, del valor de la temperatura, porcentajes de componente
organico en la fase movil de cromatografia liquida) como cualitativos (fabricante de la columna

cromatografia, un determinado reactivo).

En caso de determinar que hay parametros que afectan al método de andlisis, éstos
deberan ser controlados y el método debera incluir recomendaciones de cémo mantenerlos bajo

control.
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5. CLONIXINATO DE LISINA

5.1 Caracteristicas terapéuticas.

El Clonixinato de lisina es un farmaco analgésico antiinflamatorio no esteroideo soluble
en agua. Esta aprobado como analgésico para el tratamiento de dolor severo a moderado y
como antiinflamatorio en eventos inflamatorios, como son la accién analgésica en el tratamiento
de dolor post-episiotomia, dismenorrea, etc. Sin embargo, su mecanismo de acciéon aun no ha
sido elucidado. Se sabe que es un inhibidor de potencia moderada de la ciclooxigenasa, lo que

contribuye a su accién analgésica [Pineros, 2002].

Farmacocinética: El clonixinato de lisina se absorbe rapida y totalmente en el estbmago,
alcanzando concentraciones maximas séricas a la hora de su administracion. No se deposita en
la mucosa gastrica por ello tiene un minimo indice ulcerogénico. Se distribuye ampliamente en
los tejidos, no interviene con la coagulaciéon a nivel plaquetario, por lo que no altera el tiempo de
sangrado. Es metabolizado parcialmente a nivel hepatico y se elimina por via urinaria [Bautista,
1998].
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5.2 Propiedades fisicoquimicas.

Las propiedades fisicoquimicas del clonixinato de lisina, se encuentran reportadas en la
tabla 5.

Tabla 5. Caracteristicas fisicoquimicas del clonixinato de lisina

NUmero de registro 4
CAS. CAS 55837-30-4
Nombre quimico 4-Cloro-N-(2,6-dimetilpiperidina)-3-sulfamoylbenzamida sal de
lisina® Sal de L-lisina 2-[(3-cloro-2-metilfenil)amino]-3-piridina acido
carboxilico'Lisina 2-(2-metil-3-cloro-anilina)-3 nicotinato
Férmula empirica CigH2s CINg O4
n
. H Hil i
Formula estructural O : ¢ Hily(Gllgly Cll,— & — COON
Hilz [ Pineros,2002]
Peso molecular 408.88g/mol
Solubilidad Practicamente insoluble en acetona, tolueno y cloroformo,
ligeramente soluble en metanol y etanol, soluble en agua y
soluciones alcalinas diluidas.
pKas 1.69, 4.8°
Conservacion En recipientes cerrados, almacenar a temperaturas que no
excedan 15°C (El refrigerador puede ser utilizado)

* Patente USP 3,973,027

> BAUTISTA, M.H. (1998). “Desarrollo y validacion de la metodologia analitica para la cuantificacion de
clonixinato de lisina en diferentes formas farmacéuticas”. UNAM, México.

% Programa ACD/ChemSketch 1994-1998 Advanced chemistry development Inc. Toronto, Canada
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IV. PARTE EXPERIMENTAL

1. Material e instrumentacion empleado

v TECNICA UTILIZADA:
Espectrofotometria Ultravioleta

Espectrofotometria infrarrojo cercano

v PRINCIPIO ACTIVO Y EXICIPIENTES
Clonixinato de lisina lote 109

Metabisulfito de sodio
Propilenglicol
Alcohol etilico

Alcohol bencilico

v" REACTIVOS:
Hidréxido de sodio 0.1N

v EQUIPO UTILIZADO
Balanza analitica Mettler Toledo modelo HR7

Purificador de agua Millipore (Milli Q)
Espectrofotometro Cary 100

Espectrofotometro Rapid Content Analyser de FOSS NIRSystem Model 6500

38



PARTE EXPERIMENTAL

2. Método

2.1 Esquema general

PLANTEAMIENTO DEL
OBJETIVO DE TRABAJO

INVESTIGACION

BIBLIOGRAFICA TECNICAS ANALITICAS REPORTADAS

PARA LA DETERMINACION DE
CLONIXINATO DE LISINA

REVISION Y ANALISIS DE LA

INFORMACION i
4 ESTABLECER PARAMETROS QUE SE
VAN A MANIPULAR PARA EL
| DESARROLLO DEL METODO

DESARROLLO DEL METODO

ESPECTOFOTOMETRIA ESPECTOFOTOMETRIA
INFRARROJO CECANO uv

VALIDACION DEL
METODO ANALITICO

COMPARACION DEL METODO DE
CUANTIFICACION POR UV CONTRA
INFRARROJO CERCANO
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2.2 Esquema del desarrollo del método analitico por UV

SELECCION DE LAS CONDICIONES DE

OPERACION
| BARRIDO ESPECTOFOTOMETRICO DE
] SOLUCIONES DE CLONIXINATO DE
SELECCION DEL MEDIO DE —— LISINA, EN AGUA, NaOH, EtOH, MeOH
DISOLUCION

SELECCION DE LA LONGITUD

DE ONDA BARRIDO DE CLONIXINATO DE LISINA

EN NaOH 0.1N
ESTABLECER LAS CONCENTRACIONES
DE LAS SOLUCIONES DE ANALISIS
ESTABLECER EL ENSAYO ANALITICO
| ' |
PREPARACION DE LA MUESTRA PREPARACION DEL ESTANDAR

LEER LA MUESTRA A 283nm

REPORTAR LA CONCENTRACION EN mg/ml :

Conc_muestra= Respuesta analitica de la muestra x Conc_ estandar x Factor de dilucion
Respuesta analitica del estandar
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2.3 Esquema para la validacién del método analitico por UV

VALIDACION DEL
METODO ANALITICO

Se analizaron tres concentraciones (44.9%, 50.6%
y 56.2%) preparadas independientemente, el
ensayo de cada concentracion se realizé por

sextuplicado.

PRECISION DEL
SISTEMA

Preparar una curva de calibracion con 5 niveles de

concentracion de 21.28 -60.08 pg/ml por triplicado,

LINEALIDAD DEL ] preparadas por pesadas independientes en NaOH
SISTEMA 0.1N

ESPECIFICIDAD Realizar la lectura de una solucién placebo y
] compararlo con la lectura de un estandar.

Realizar una curva de calibracién de clonixinato de

LINEALIDAD ] lisina de 5 concentraciones diferentes entre un rango
DEL METODO de 20.046 - 59.726 ug/ml por triplicado, preparadas
por pesadas independiente

Preparar placebos cargados, tres niveles de

PRECISION Y concentraciones de placebos cargados (36.03, 40.21
EXACTITUD y 44.00 pm/ml ), repetir por sextuplicado cada uno de
los niveles, obteniendo un total de 18 sistemas.

Preparar placebos cargados de 90%, 100% y 110%

REPRODUCIBILIDAD | p_reparados e_n dos dlag y por dos anallsf[z,as
diferentes bajo las condiciones de operacion
establecidas
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2.4 Esquema del desarrollo del método analitico por NIR

ESPECTOFOTOMETRO INFRARROJO
CERCANO MODELO 6500 RAPID CONTENT
ANALYSER FOSS NIRSYSTEM

PASA PRUEBA DE DIAGNOSTICO DEL INSTRUMENTO NO PASA PRUEBA DE
DIAGNOSTICO “PREFORMANCE RUN" DIAGNOSTICO
CREAR EL PROYECTO Y REVISAR LA VENTILACION, Y QUE
ESTABLECER LAS CONDICIONES LA REFERENCIA ESTE EN LA
DEL INSTRUMENTO CELDA, Y CORRER OTRO
| PREFORMANCE

LEER LA REFERENCIA LA CUAL ES UNA
CERAMICA INTREGRADA AL EQUIPO

DETERMINAR EL NUMERO DE
REALIZAR LECTURAS DE LA BARRIDOS DONDE SE
MUESTRA Y LA REFERENCIA ESTABILIZA EL RUIDO POR
SELECCIONAR EL NUMERO DE AL 10, 25,35,50, 75, 100, MEDIO DE UNA GRAFICA DE
BARRIDOS PARA DISMINUIR 125,200, 250 NUMERO DE e LA RELACION SENAL/RUIDO
RUIDO BARRIDOS. VS BARRIDOS

p PREPARACION DE 20 PLACEBOS CARGADOS
ADQUISICION DE ESPECTROS |7 DEL 50% AL 150% DE PRINCIPIO ACTIVO (CL)

PROPORCIONAR AL SOFTWARE LA
CONCENTRACION EN mg/ml DE CL

SELECCION DE MUESTRAS PRETRATAMIENTO DE LOS
PARA LA CALIBRACION DATOS

] SELECCION DEL
- SELECCION DE MODELO DE TRATAMIENTO MATEMATICO
CONSTRUCCION DEL MODELO l REGRESION
PREDICCION DE NUEVAS COMPARACION DE LA CAPACIDAD DE SE ANALIZAN 3 MUESTRAS POR
MUESTRAS PREDICCION DEL METODO UV Vs NIR | _ TRIPLICADO POR UV Y NIR
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2.5 Esquema par la validacién del modelo desarrollado en (NIR)

VALIDACION DEL
MODELO

Evaluar los parametros de la recta obtenida por el

Linealidad modelo: pendiente (m), coeficiente de
determinacion () y ordenada al origen (b).
_ Se realizan 12 lecturas de un placebo cargado al
PreC|s!on y 100% del analito, preparado el mismo dia y por el
exactitud mismo operador.

Reproducibilidad Se preparan placebos cargados al 100% de analito,
1 en dos dias diferentes, por dos analistas.

Se analizaron 3 muestras, producidas en dos dias
Robustez posteriores al desarrollo del modelo de calibracion.
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V. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

1. DESARROLLO DEL METODO ANALITICO POR UV

Condiciones espectrofotométricas

Con el propésito de establecer las condiciones espectrofotométricas adecuadas para
el desarrollo del método analitico, se obtuvieron los espectros de absorcién del clonixinato
de lisina en NaOH 0.1N, Agua, Metanol y Etanol en un intervalo de longitud de onda de
200 a 350 nm.

3
—+—Clonixinato de lisina
en Agua 40
25 1 mea/mL
) — —&— Clonixinato de lisina
\& en NaOH 40
meg/mL
2 15 — =
R ‘ 3 Clonixinato de lisina
14 L > g en EtOH 40 meca/m
[ :
05 T 4 O & \_&. e Clonixinato de lisina
e enMeOH 40
’ meg/imL
0 + T T 'I.‘ ¢
200 250 300 350
Longitud de onda (nm)

Figura 9. Espectros de soluciones de clonixinato de lisina en 4 diferentes medios

Se observa en la Fig. 9 que la absorbancia que presenta el CL en metanol y etanol
es mas alta que la que se observa en agua y NaOH, por lo que el medio de disolucion
escogido para el analisis fue NaOH ya que el clonixinato de lisina es mas soluble y estable
en soluciones alcalinas que en agua.

En la Fig. 9 se observan dos picos en el espectro de absorcién del clonixinato de
lisina en NaOH 0.1N; a las longitudes de onda de 217 y 283 nm. La longitud de onda

seleccionada para desarrollar el método fue 283nm porque presenta una menor pendiente,
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esto representa una menor variacion en la respuesta analitica y por lo tanto una mejor

precision.
Concentraciones para la cuantificacion
Para la validacion del método analitico con fines de determinacion de contenido
quimico, se utilizé un intervalo de concentracién entre 50 y 150% de la concentracion

tedrica para el estudio de linealidad. En la tabla 6 se presenta las concentraciones

utilizadas para el método analitico.

Tabla 6. Intervalo de concentracién para el método analitico

Numero del Concentracién % Equivalente
soluciones (ng/ml)

1 20 50%

2 30 75%

3 40 100%

4 50 125%

5 60 150%

Ensayo Analitico

Una vez determinado el medio de disolucion y la longitud de onda para la cuantificacion de

clonixinato de lisina, se establecid un ensayo analitico sencillo y rapido.

Preparacion del estandar de CL
Pesar en forma aproximadamente exacta 50 mg de clonixinato de lisina.
Colocarlo en un matraz volumétrico de 50 mL.
Disolver el clonixinato de lisina con 50 ml NaOH 0.1N.
Llevar a la marca de aforo con NaOH 0.1 N.
Tomar 5 mL de la solucién anterior con una pipeta volumétrica.

Transferirlos a un matraz volumétrico de 25 mL.

N o o ke Dnd =

Llevar a la marca de aforo con NaOH 0.1 N.
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La muestra a analizar debe estar a 25°C, debido a que contiene disolventes

organicos como excipientes, y éstos modifican su densidad por la temperatura.

Preparacion de la muestra

Tomar 1 mL de muestra con una pipeta volumétrica.
Transferirla a un matraz volumétrico de 50 mL.

Llevar a la marca de aforo con NaOH 0.1 N.

De la solucion anterior tomar 1 mL. con una pipeta volumétrica
Transferirlos a un matraz volumétrico de 25 mL.

Llevar a la marca de aforo con NaOH 0.1 N.

N o O bk e Dd =

Llevar al espectrofotometro y leer a la longitud de onda de 283 nm.

Lectura y estimacién

La lectura tanto del estandar como de muestras se leeran en el espectrofotdmetro a
283 nm ajustando a cero con NaOH 0.1N

Las concentraciones de las muestras se estimaran a partir de la absorbancia
obtenida, y relacionando la concentracién del estandar (40um/ml) y la absorbancia de ésta.
El estandar lleva el mismo tratamiento que la muestra, y la preparacién de estandar debe

hacerse al haber cambio de analista, dia, temperatura, equipo.

El resultado se reporta de la siguiente forma:

Conc_muestra=| Absorbancia de la muestra | x Conc_ estandar x Factor de diluciéon
Absorbancia del estandar
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2. VALIDACION DEL METODO DESARROLLADO POR UV

La validacion del método analitico se llevd a cabo de acuerdo a lo establecido en la
Guia de Validacion del Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos y a la ICH.
Las caracteristicas evaluadas para el sistema fueron la linealidad y la precision; las
caracteristicas evaluadas para el método fueron linealidad, la precision, exactitud vy

reproducibilidad.

ESPECIFICIDAD

La determinacion de la especificidad del método confirma que la medida de la sefal
es debida solamente al analito. Para determinar ésta caracteristica, se analizé una solucién
estandar de 40 ug/ml de Clonixinato de lisina, placebo cargado al 100 % y una solucién

placebo, los resultados obtenidos se observan en la Fig.10.

——FEstandar CL

—— Estandar CL

Abs

placebo

placebo

—e—placebo cargado

—+—placebo cargado

0~ . .
200 250 300 350

Longitud de onda

Figura 10. Comparacién de los espectros de absorcion de una solucion estandar de clonixinato,
placebo cargado al 100% y placebo para la especificidad del método. (Analisis realizado por

duplicado).

En la guia de validacion de CNQFB se indica, que para métodos de contenido
quimico, se deben analizar placebos del producto, como lo indica el método, muestras del
producto, y cuando proceda: sustancias relacionadas, precursores, homélogos y una mezcla

del producto con ellos o cualquiera de ellos.

Como no se contaba con los productos de degradacién del clonixinato de lisina;
Unicamente se analizé un placebo del producto, un estandar y un placebo adicionado, se

observé que los componentes de la formulacion no interfieren con la sefal generada por el
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clonixinato de lisina (Fig. 10); por lo que el método es especifico para valorar el contenido de

los analitos en la forma farmacéutica mencionada.
LINEALIDAD DEL SISTEMA

La linealidad del sistema se evalué mediante la preparacion de una curva de
calibracion de clonixinato de lisina de 5 concentracién diferentes entre un intervalo de 21.28
-60.08 pg/ml por triplicado, preparadas por pesadas independientes en NaOH 0.1N, como se

muestra en la tabla 7.

Tabla 7. Concentracion adicionada y la respuesta analitica (absorbancia) obtenida para
evaluar la linealidad del sistema

Sistema Concentracion Respuesta analitica Abs/Concen.

(ng/ml) (Abs) (A/C)

0.6516 0,0306

1 21.28 0.6513 0,0306
0.6579 0,0309

0.9462 0,0309

2 30.64 0.9471 0,0309
0.9589 0,0313

1.2417 0,0310

3 40.00 1.2368 0,0309
1.2456 0,031

1.5445 0,0306

4 50.48 1.5521 0,0307
1.5398 0,0305

1.8122 0,0302

5 60.08 1.8291 0,0304
1.8057 0,0301
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Para evidenciar la linealidad del sistema en la Fig. 11 se muestra que el cambio de la
respuesta analitica del clonixinato de lisina es directamente proporcional a la concentracion.
En la tabla 8 se presenta los parametros estadisticos obtenidos del analisis de regresion,
observando que los resultados se encuentran dentro de los limites de aceptacion

establecidos.

ABSORBANCIA

08 -
y=0,029x+ 0,028
0,6 1 R2=0,999
04 -
02 -
0 T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70

CONCENTRACION (ug/ml)

Figura 11. Grafico de respuesta analitica (absorbancia) con respecto a la concentracién de
clonixinato de lisina obtenido para evaluar la linealidad del sistema.

Tabla 8. Parametros obtenidos del analisis de regresion de la linealidad del sistema

Parametros
estadisticos de la Valor obtenido Criterio de Aceptacion »
regresion Observacion
R* 0.9991 R >0.98 Cumple
Pendiente (m) 0.029 - -
Intercepto (b) 0.028 - -
IC(Bo) -1.2352 -1.2928 IC(Bo) debe incluir el cero Cumple
(OAY) 1.12 C.V<2% Cumple
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Una prueba para corroborar que existe una relacion lineal entre la concentracion de
clonixinato de lisina y la respuesta analitica, es el analisis de variancia presentado en la

tabla 9, para la cual se establece la siguiente hipétesis:

HIPOTESIS
o Ho: No existe una relacion lineal entre la concentracion y la respuesta analitica
e Ha: Existe una relacion lineal entre la concentracion y la respuesta analitica.
Criterio de aceptacion
e SiF.< Feaitica NO se rechaza Ho
e SiF.> Faitica Se rechaza Ho

Tabla 9. Analisis de variancia realizado para determinar la linealidad del sistema
considerando un nivel de significancia de a=0.05.

Fuente de VL
L gl SC CM F critico de
variacion
F
Regresion 1 2.55500 2.55500 14847 .9766 2.8782E-21
Residuos 13 0.00223 0.00017
Total 14 2.5572

De acuerdo a la hipotesis y a los resultados obtenidos del analisis de variancia
( Fca® Feritica ), 10 cual demuestra que si hay relacion lineal entre la concentracién y la

respuesta analitica

PRECISION DEL SISTEMA

Para evaluar la precision del sistema se analizaron tres concentraciones 44.9, 50.6 y
56.2ug / mL preparadas independientemente, el ensayo de cada concentracion se realizé por

sextuplicado. Los resultados se muestran en la tabla 10.
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Tabla 10. Respuesta analitica obtenida para evaluar la precision del sistema

Concentracion | Respuesta Analitica
Sistema (ng / mL) (Abs) AlC
1.3745 0,0306
1.3722 0,0306
1.3685 0,0305
1 44.9
1.3735 0,0306
1.3699 0,0305
1.3664 0,0304
1.542 0,0305
1.527 0,0302
1.5282 0,0302
2 50.6
1.5337 0,0303
1.632 0,0303
1.5349 0,0303
1.7676 0,0315
1.7792 0,0317
1.7692 0,0315
3 56.2
1.7722 0,0315
1.7719 0,0315
1.7725 0,0315
Desviacion 0.000557
Promedio 0.0308
CcVv 1.809
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En la tabla 10 se puede observar que el valor del coeficiente de variacién obtenido,
esta dentro de los criterios de aceptacion (CV<2%), y por cual se considera que el método

€s preciso.

LINEALIDAD DEL METODO

La Linealidad del método se evalué mediante la preparacién de 5 concentraciones de
placebos cargados entre un intervalo de 20.046 - 59.726 ug/ml, analizados por triplicado. En
la tabla 11 se muestran los resultados del porcentaje de recuperacion de clonixinato de

lisina.

Tabla 11. Concentracion adicionada, y el porcentaje de recuperacién para evaluar la
linealidad del método

Nivel Concentraciéon | Concentracion % %
adicionada estimada Adicionado Estimado
(Hg/mL) (Hg/mL)
19.7217 98,382
50% 20.046 20.1716 100.416 100,627
20.5561 102,544
30.4115 101,338
76% 30.01 30.5894 100.117 101,931
30.7928 102,608
40.0891 100,023
100% 40.08 40.1526 100.096 100,181
39.5998 98,802
49.7094 99,973
125% 49.723
50.0780 100.006 100,714
50.6117 101,787
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60.1082 100,648
150% 59.721 60.4450 100.101 101,212
59.5776 99,760
Promedio 100.702
Desvest 1.2402
[oAY] 1.23
70
£ 60 -
S
I: 50 7
i
z T 40 -
o £
1o}
2330
=
=
3 20 - y=1,002x+ 0,156
Z R?=0,999
S 10 -
0 T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70
CONCENTRACION ADICIONADA
{ug/ml)

Figura 12. Grafico de concentracion adicionada con respecto a la concentracion estimada

para evaluar la linealidad del método.
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Tabla 12. Parametros obtenidos del analisis de regresién de la linealidad del método

Parametros
estadisticos de la Valor obtenido Criterio de Aceptacion .
regresion Observacion
R? 0.999 R*>0.98 Cumple
Pendiente (m) 1.002 m=1 Cumple
Intercepto (b) 0.156 b=0 Cumple
C.V. 1.2315 CV=2% Cumple
inclui C I
IC(B;) 0.5975 — 4.4064 IC(B+) depe incluir la umple
unidad
IC(By) debe incluir el cero
IC(Bo) -2.1097 — 32.109
Cumple
IC(u) debe incluir el 100%
o el promedio aritmético
I1C() 100.010 -- 101.373 del % de recobro se Cumple
incluya en el intervalo.

La relacion lineal entre la concentracion adicionada y la concentracion estimada se
puede visualizar en la Fig. 12, donde el resultado obtenido del método resulta cercano a la
cantidad de analito conocida, por lo que la recta de regresion tiene un valor de la pendiente
mayor a 1 y el de la ordenada mayor a 0; sin embargo esto es aceptable ya que nunca se
obtendra valor iguales a 1 y 0, esto nunca ocurre en la practica, aun si los errores
sistematicos® estan ausentes, la presencia de errores aleatorios’ conduce a tener una
dispersién de los puntos alrededor de la linea del cuadrado medio y pequefias desviaciones

de la estimacién de la pendiente y el intercepto. [Massart, 1997].

En la tabla 12 se muestran los parametros estadisticos obtenidos de la regresion y
los intervalos de confianza de la pendiente, intercepto y del porcentaje de recobro. El

intervalo de confianza del porcentaje de recobro no incluye en 100%, pero el promedio

6 Error sistematico es aquel que se produce de igual modo en todas las mediciones que se realizan de una
magnitud. Puede estar originado en un defecto del instrumento, en una particularidad del operador o del proceso
de medicion. Esto se predecibles y esperados.

" Error aleatorio es aquel error indeterminado, que se produce de variables incontrolables en cada medida,
siempre esta presente y no se puede ser corregido. Una de las causas es el ruido de un instrumento.
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aritmético de % de recobro es de 100.702% se incluye en el intervalo de confianza por lo
que todos los parametros estadisticos se encuentran dentro de los criterios de aceptacién
establecidos.

Para corroborar que existe una relacidn lineal entre la concentracion de clonixinato
de lisina y la respuesta analitica se realizo el analisis de variancia presentado en la tabla 13,

para la cual se establece la siguiente hipotesis:

HIPOTESIS
¢ Ho: No existe una relacién lineal entre la concentracion y la respuesta analitica

o Ha: Existe una relacion lineal entre la concentracién y la respuesta analitica.

Criterio de aceptacion
o SiFg< Feica NO se rechaza Ho

e SiF.> Faitca Se rechaza Ha

Tabla 13. Analisis de variancia realizado para determinar la linealidad del método

considerando un nivel de significancia de a=0.05.

I\:/l;(reir;tceigne gl sc cM F Valor clr:itico de
Regresion 1 2959.195857 2959.19585 16599.88 1.39481E-21
Residuos 13 2.317461011 0.17826623

Total 14 2961.51331

De acuerdo a la hipotesis y a los resultados obtenidos del analisis de variancia
(Fea™ Feritica) 10 cual se evidencia que si hay relacion lineal entre la concentracion adicionada y
la concentracion estimada.
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PRECISION Y EXACTITUD DEL METODO

Para evaluar la exactitud y la precisibn del método se analizaron tres
concentraciones diferentes de placebos cargados (36.03, 40.21 y 44.00 pum/ml), por
sextuplicado, bajo las condiciones normales de operacion. Los resultados obtenidos se

muestran en la tabla 14.

Tabla 14. Concentraciones adicionadas y los porcentajes de recobro obtenidos para evaluar
precision y exactitud

Concentracioén
: ici Resultado analitico
Sistema Adicionada % Recobro
(mg de CL/ ml)

(ng / mL)
35.8774 99.56
36.05741 100.06
36.0868 100.14

1 36.0368
36.1719 100.38
36.3912 100.98
36.0901 100.15
40.9593 101.86
40.8939 101.69
39.9580 99.37

2 40.2128
41.1360 102.25
40.4488 100.57
40.1151 99.76
3 44.0064 43.7800 99.49
43.8520 99.65
43.7899 99.51
44.2054 100.45
44.1269 100.27

56



RESULTADOS Y ANALISIS

| | 44.3102 100.69
Promedio 100.9245
Desviacion 1.3198
cVv 1.31

En la tabla 15 se presentan los datos estadisticos estimados para determinar la

precision del método y se puede observar que los valores del coeficiente de variacion

obtenidos para cada nivel de concentracion son menores a 2%, por lo que se comprueba

que la dispersion de los datos es aceptable y el método se considera preciso.

Tabla 15. Parametros estadisticos para la precision y exactitud del método

Parametro
estadisticos

Valor obtenido

Criterio de Aceptacion

Observacion

Ccv

1.3077

CV=2%

Cumple

1C(u)

99.61 - 101.25

IC(n) debe incluir el 100%

Cumple

Tabla 16. Parametros estadisticos para determinar la precision del método

Concentracion Promedio Desviacion estandar Coeficiente de
(um/ml) (% recobro) (% recobro) variacion
(% recobro)
36.0336 100.21 0.47 0,46
40.2128 101.06 1.03 1.01
44.0064 100.01 0.53 0,53

La exactitud del método se evalud con el C.V global, que tiene un valor de 1.31%,

asi como con el intervalo de confianza global (99.61-101.25%). En la tabla 17 se muestran

los resultados obtenidos y se observa que en los tres niveles de concentracién asi como el

intervalo de confianza global incluye el 100%.
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Tabla 17. Intervalos de confianza para evaluar exactitud del método.

Concentracion INTERVALOS DE CONFIANZA % DE
(um/ml) RECOBRO AL 95%
LIC LSC
36.0336 99.746 100.675
40.2128 99.7223 102.1285
44.0064 99.484 100.535
Global 99.606 101.247

También se realizé la prueba de t de Student para la que se estableci6 la siguiente hipétesis.
HIPOTESIS
HO: Hesrecobro = Mo adicionado NO S€ rechaza Ho lo que implica que el método es exacto
Ha: Je,recobro # M% Adicionado S€ FeChaza Ho lo que implica que el método no es exacto
Criterio de aceptacion

Si teal < teritica NO S€ rechaza Ho y por tanto el método es exacto.

Tabla 18. Resultados de la prueba de t de Student, evaluada para la exactitud del método

considerando un nivel de significancia de a=0.05

Concentracion (um/ml) t calculada T critica
36.0336 -0.5676
40.2128 0.56036 2.57
44.0064 0.3721

Como se observa en el tabla 18 los valores de la t.; en los tres niveles de
concentracién son menores al valor de la t.iica, por lo tanto Ho no se rechaza, con lo cual

se comprueba que el método es exacto.

REPETIBILIDAD Y PRECISION INTERMEDIA DEL METODO

La precision intermedia del método, se evaluo mediante la estimacidn por triplicado
de la concentracién 90, 100 y 110% de placebos cargados preparados en dos dias'y por
dos analistas diferentes bajo las condiciones de operacion establecidas. En la tabla 19 se

muestran los porcentajes de recobro obtenidos para cada analista en diferentes dias
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Tabla 19. Coeficientes de variacion de los porcentajes de recobro obtenidos para evaluar la

repetibilidad y precision intermedia del método (C.V< 2%).

% RECOBRO

C.V.
ANALISTA 1 ANALISTA 2
101.106 101.127
102.184 101.412
102.184 102.06
101.147 99.64
’ 0.6953
DiA 1 100.890 100.41
102.040 101.29
100.43 101.43
101.035 100.44
101.816 101.69
C.V. 0.63135 0.7453
101.38 99.28
99.77 100.58
99.26 99.87
99.28 101.37
’ 0.7719
DIA 2 100.50 101.064
100.34 100.92
100.06 99.16
99.85 99.20
99.14 100.20
C.V. 0.7176 0.8497 ’
0.933

C.V. GLOBAL ’

59




RESULTADOS Y ANALISIS

Para determinar si existe diferencia significativa entre los resultados obtenidos por
los dos analistas en los dos diferentes dias, se realizé un Analisis de Variancia Anidado, en

el cual se establecié como factor fijo el analista y como factor aleatorio el dia.

Tabla 20. Analisis de variancia para evaluar la precision intermedia, del método
considerando un nivel de significancia de a=0.05

Valor
Fuente de gl sc cM = e
variacion critico de Probabilidad
Analista 1 0,0440 0,0440 0,0795 4.1491 0,8045
Dia(analista) 2 13,0881 6,5441 11,8079 4,1491 0,0001
Error 32 17,7347 0,5542
Total 35 30,8669
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Figura 13. Comparacion de la variabilidad de porcentaje de recobro de Clonixinato

de lisina entre dia de analisis
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Figura 14. Comparativo de la variabilidad de porcentaje de recobro de Clonixinato de lisina

entre analistas

Los resultados del analisis de variancia indican que no hay diferencia significativa,
entre los porcentajes de recobro obtenidos por diferentes analistas (valor de P>0.05), lo que
significa que el método analitico es reproducible; pero en el caso de la repetibilidad se
observa que el valor de P menor a 0.05, esto representa que existe una mayor variacion
entre los datos, se puede considerar que el método es repetible* (norma 177) debido a que
el coeficiente de variacion es menor al 3% (C.V global =0.98) por lo que el método es

repetible entre dia.
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3. DESARROLLO DEL METODO POR NIR

Condiciones espectrofotométricas

Se determind el niumero de barridos donde el ruido es menor en la sefial, para la cual
primero es necesario dejar calentar el equipo durante tres horas para que se estabilice.
Después se realiza una curva de la relacion Sefal-Ruido (S/N) para determinar el nimero
de barridos a la cual la relacion se estabiliza. En la fig. 15 se muestra a tendencia de la S/N

a los diferentes nameros de barridos.

35000 + | _=—S/N (1686) -+ 80000

30000 - | —*—S/N(2302) 1 70000

25000 - -+ 60000
2 0000 | 1 50000 g
= + 40000 &
Z 15000 z
%) -+ 30000 »»

10000 + 1 20000

5000 + -+ 10000

0 1 1 1 1 1 1 1 1 0
10 25 32 50 75 100 125 200 250
Scans

Figura 15. Grafico de sefial-ruido en funcion del numero de barridos.

El numero de barridos, con mayor estabilidad en la respuesta es a 100 barridos. A
este numero es a la que se leeran las futuras muestras, con esto se disminuye la sefal del
ruido del equipo. En la fig. 16 se observa la senal del ruido a 100 barridos, en la cual es

mas estable la sefial de la muestra.
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Figura 16. Senal de ruido a 100 barridos

Concentraciones para la cuantificacion

En el analisis de productos farmacéuticos, uno de los problemas principales es la
disponibilidad de un conjunto de muestras que cubran un intervalo de concentracion
adecuado para establecer una ecuaciéon de calibracién fiable, puesto que todos los lotes de
fabricacion tienen un contenido de principio activo y excipientes proximos al valor
establecido para la formulacién. En este trabajo, el intervalo de concentracion se extendid
del 50 al 150%, con el fin de que éste método pueda ser utilizado en estudios posteriores de
estabilidad acelerada y a largo plazo.

Tabla 21. Intervalo de concentracién para el método analitico

Numero del Concentracion % Equivalente
sistema (mg/ml)
1 25.00 50%
2 30.00 60%
3 32.00 64%
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4 34.00 68%
5 36.00 72%
6 38.00 76%
7 40.00 80%
8 42.00 84%
9 44.00 88%
10 46.00 92%
11 48.00 96%
12 50.00 100%
13 52.00 104%
14 54.00 108%
15 56.00 112%
19 68.00 116%
20 60.00 120%
21 65.00 130%
22 70.00 140%
23 75.00 150%
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3.1 SELECCION DEL CONJUNTO DE MUESTRAS DE CALIBRACION

Las muestras que se leen, poseen la variabilidad fisica y quimica que pudiera darse

durante el analisis de rutina, con la finalidad de obtener una buena capacidad predictiva. El

conjunto de calibracion (o training) son representativas de todo el intervalo de concentracion

que puede estar en una muestra.
Se obtiene la respuesta analitica de todos los placebos cargados, como se muestra

en la fig.17 a cada espectro se le proporciona los datos en peso de Clonixinato de lisina

agregados a cada solucion; éstos son almacenados y quedan disponibles para su posterior

tratamiento.
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# Clonixinato de lisina 50%
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Clonixinato de lisina 64%
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X Clonixinato de lisina 72.24%

¢ Clonixinato de lisina 76.28%

+ Clonixinato de lisina 80%

- Clonixinato de lisina 84.08%
Clonixinato de lisina 88.12%
Clonixinato de lisina 92.36%
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Clonixinato de lisina 140%

2500

—— Clonixinato de lisina 150%

Figura 17. Espectros de absorcién de las soluciones de Clonixinato de lisina por infrarrojo

cercano
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3.2 PRETRATAMIENTO ESPECTRAL

La construccion del modelo implica una serie de tratamientos previos de la sefal
para hallar la relacion mas simple entre la sefial analitica y la propiedad a determinar, que

para fines de este trabajo es la concentracién del analito.

Estos pretratamientos de la senal reducen las contribuciones del ruido, es decir los
componentes o efectos no deseados presentes en la sefal obtenida, este ruido puede tener
diferentes causas u origenes, por lo que puede afectar de forma distinta al espectro. Puede
haber ruido debido a los componentes de la instrumentacion utilizada para el registro del
espectro (ruido instrumental), debido a variaciones de temperatura, humedad u otras
condiciones ambientales durante el registro (ruido ambiental) o bien variaciones en la sefal
debidas a la propia naturaleza de la muestra. El procesamiento previo de la respuesta
analitica permite corregir el efecto de los compontes ajenos a la informacién buscada,

mejorando asi la exactitud y precisién de los resultados.

El tratamiento aplicado para reducir el ruido de la sefial en este caso es la segunda
derivada, la cual elimina los desplazamientos de linea base y corrige las desviaciones
causadas por los términos constantes que varian linealmente con la longitud de onda. En la

figura 18 se observa el espectro después de aplicar la segunda derivada.

e

0.7436 -
0.6615 -
0.5745 -
0.4575 -
0.4005 -

0.3134 -

Intensidad

0.2264 -

0.1394 -

0.0524 -

-0.0346 -

-01217F . . . . . 5 5 . . . - — - - - - - - !
1100 1170 1240 1310 1380 1450 1520 1590 1660 1730 1800 1870 1940 2010 2080 2150 2220 2290 2360 2430 2500

Longitud de onda
Figura 18. Espectro de las muestras aplicando la segunda derivada
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Debido al gran volumen de informacién que proporciona el método instrumental, uno
de los campos de la quimiometria ha sido el desarrollo de métodos de calculo capaces de
reducir este gran volumen de informaciéon para que esta quede contenida, sin pérdida
relevante en un numero reducido de variables
En la figura 19 se muestra el grafico de tres direcciones que explica la maxima variabilidad
de las muestras utilizadas y éstas son utilizadas como nuevos ejes de coordenadas,

denominadas componente principal (PC).

FCa

CA

FC2

Figura 19. Variabilidad de la muestras en tres ejes de PCs

Cada componente principal contiene informacion de diferente relevancia. Los
primeros PCs describen la fuente de variacion mas importante de los datos. El conjunto de
datos espectrales descritos por variables correlacionadas, quedan de esta forma definidos
por conjunto de variables PCs no correlacionadas entre si en un nuevo sistema de ejes

ortogonales.

3.3 METODO DE CALIBRACION

El proceso de calibracibn permite establecer la relacidn entre la respuesta
instrumental y la propiedad del analito a determinar, utilizando a tal efecto un conjunto de
muestras representativas.

Las técnicas espectrofotométricas proporcionan un gran numero de variables

respuestas para cada muestra, variables que en general no pueden ser asignadas solo a un
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analito. Por lo que se tiene que hacer uso de los métodos de calibracion multivariante, ya
que estos son capaces de relacionar multiples variables con la propiedad a determinar.

Una vez que fueron escogidos los conjuntos de calibracién, se construyeron
diferentes modelos PLS (Minimos cuadrados parciales), utilizando distintos modos

espectrales e intervalos de longitudes de onda.

a) Evaluacion de la capacidad predictiva del modelo

El objetivo de la calibracion es obtener parametros que permitan calcular la

propiedad a determinar en futuras muestras de forma que los valores obtenidos difieran lo
menos posible de los valores reales, es decir que el residual, tenga un valor lo menor
posible.
Para poder asegurar la bondad de un modelo en la prediccion de muestras distintas a las
utilizadas en la calibracién, es necesario realizar un proceso de validacion del modelo que
consiste en el estudio cuantitativo de los resultados de la aplicacién del modelo construido a
nuevas muestras,

La validacion puede utilizar un proceso interno (cross-validacion) [Geraldi, 1985] o
puede ser un proceso externo. En este trabajo se llevd a cabo la validacién con el proceso
externo, utilizando muestras independientes de las utilizadas en el calibrado, pero
representativo del mismo y de las futuras muestras a analizar, denominado conjunto de
validacion. La concentracion de las muestras del bloque de validacion es conocida; por lo
tanto, es posible comprobar como se comporta el modelo propuesto en el calculo de

concentraciones de muestras distintas a las utilizadas en la construcciéon del mismo.

Para evaluar su capacidad predictiva se utilizan parametros que permitan evaluar el
error medio de toda la poblacion, no sélo de unas muestras. Para ello se puede utilizar la
sumatoria del cuadrado de los residuales (Z (y j— Y j )?), denominado habitualmente SCRP
(Suma del Cuadrado de los Residuales de prediccion) o en siglas en ingles PRESS ,
también se puede ocupar el RCMEP (Raiz media del cuadrado del error de Prediccion) o
RMSEP, el ECP (Error cuadrado de Prediccion) o en sus siglas en ingles SEC .En la tabla

22 se presenta los datos para cada uno de los pretratamiento de PLS.
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Tabla 22. Pretratamientos espectrales del método

Pretratamiento espectral del método
Sin N-Point smooth 1era derivada Correccién de | BC y 1era | N-Point smooth y | N-Point
pretratamiento linea base(BC) derivada BC smooth vy
BC
Intervalo 1116-1278 y | 1116-1278 y 1672- | 1116-1278 y 1672- | 1116-1278 y 1672- | 1116-1278 | 1116-1278 y 1672- | 1116-1248
espectral 1672-1838 1838 1838 1838 y 1672 | 1838
1838
Factores 5 4 5 8 9 4 5 8 4 5 7
PRESS 6.8306 75037 | 67312 | 11817 | 16.065 | 7.9783 | 8.2626 11.813 6.8867 | 9.2962 10.7098
SEP 1.4179 2.0419 | 1.0883 | 0.7828 | 0.6096 | 0.8069 | 1.4039 0.7836 06937 | 0.4022 1.5995
RMSEP 1.1688 1225 | 11602 | 15373 | 17924 | 1.2631 | 1.2855 1.5370 1.1736 | 1.3635 1.4635
Pendiente 0.9825 09861 | 09871 | 1.0191 | 1.0261 | 1.0011 | 0.9805 1.0191 1.0172 1.022 1.023
Coeficiente de 0.9479 09978 | 09975 | 0996 | 0998 | 09972 | 09976 |  0.9961 09994 | 09992 0.9865
determinacion
Sr:gzgada al -1.3036 -1.9599 | -0.9087 | -0.1897 | 0.3991 | -0501 | -1266 | -0.1909 | -0.061 -0.129 0.7953
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En base al analisis, los mejores tratamientos son suavizado espectral y correccion de

linea base, ya que el valor de SEP es menor, los valores de r? es cercano a 1 (0.09991) la

pendiente esta alrededor de1 (1.017) y la ordenada al origen esta proxima a 0 (-0.061). Se

encontré que la precisiéon de los modelos ensayados estan influenciados por el contenido de

agua, asi los mejores resultados se obtuvieron usando un intervalo de longitud de onda de

(1116-1278 y 1672-1838nm), donde el analito presenta absorcion y las bandas de agua quedan

excluidas. Las regiones donde absorbe el agua son entre 1400 y 1940 (ver anexo 3)

b) Eleccion del numero de factores y longitud de onda para correccién de linea base

A la correccion de linea-suavizado hay que determinar el numero de factores y la

longitud de onda de la correccion de linea base mas adecuado donde se obtengan valores de

SEP mas bajos y valores de la curva con mas poder predictivo

Tabla 23. Resultados de la variacion de longitud de onda de correccién de linea base

LB 1842nm LB 1844nm LB 1845nm LB 1846nm
Factores 4 5 4 5 4 5 4 5
PRESS 7.6339 | 9.9476 7.056 9.4793 | 7.056 9.4793 | 6.8867 | 10.0149
SEP 0.6954 | 0.3936 0.6894 | 0.3821 | 0.6894 | 0.3821 | 0.6956 | 0.4022
RMSEP 1.2356 | 1.41050 | 1.1879 | 1.3769 | 1.1879 | 1.3769 | 1.1736 | 1.4152
RMSEC 0.4412 | 0.3911 0.4197 | 0.3884 | 0.4197 | 0.3884 | 0.4038 | 0.3814
Pendiente 1.009 1.01 1.014 1.0174 | 1.014 1.0174 | 1.0176 | 1.0223
Coeficiente 0.9994 | 0.999 0.9994 | 0.9991 | 0.9994 | 0.9991 | 0.9994 | 0.9992
de
determinacion
Ordenada al -0.633 | 0.0132 -0.689 | -0.044 | -0.689 | -0.044 | -0.618 | 0.4022
origen
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Los modelos a 1844, 1845, 1846 nm producen resultados muy similares con valores de
SEP que varian entre 0.38 y 0.40 (ver tabla 23) por lo que se puede utilizar cualquiera de las
tres longitudes, para obtener resultados correctos, en este caso se utilizé la longitud de onda de
1844nm para la correccién de linea base.

Durante la etapa de calibracion el algoritmo PLS1 utiliza informacién de la matriz de
datos espectroscopicos y de la matriz de concentraciones, obteniéndose variables auxiliares

llamadas variables latentes, factores o componentes.

Para la eleccion del numero de componentes Wold sugiere representar el valor de
PRESS frente al numero de componentes y buscar el minimo. Esto porque el error disminuye al
aumentar el numero de componentes que se utilizan en el modelo, hasta que llega un momento
en que los nuevos componentes introducidos Uunicamente explican el ruido el PRESS aumenta

debido al sobreajuste del modelo.

El método descrito por Haaland y Thomas escoge el numero de componentes cuyo
PRESS no es significativamente mas grande que el minimo PRESS del modelo, evitando asi el
sobreajuste [Haaland and Thomas,1988]. Para hacer la comparacion se puede hacer la prueba

de Fisher donde:

F(a)= PRESS (modelo con a componente s)

PRESS (modelo con a* componente s)

Donde: a* el numero de componentes con el menor valor de PRESS

a es el numero de componentes menor o mayor

El software calcula el PRESS para cada factor fig. 20 siendo el factor 4 el que tiene
menor valor de PRESS (7.0559), pero cuando el conjunto de prediccién externo se somete al
modelo, da menor valor de SEP cuando se ocupan 5 factores (ver tabla 24). Si se aumenta el
numero de factores a 6 el valor de SEP aumenta (1.37), y la recta se sobreajusta dando valores

de pendientes menor a 1 (0.98)y valores de pendiente de -1.25.
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Tabla 24. Valor de PRESS para cada factor

NUMERO DE
FACTORES PRESS
Factor 1 | 827,6342 |
Factor 2 | 463,4861 |
Factor 3 | 23,4241 |
Factor 4 | 7,0559 |
Factor 5 | 9,4793 |
Factor 6 | 10,4795 |
Factor 7 | 12,1332 |
Factor 8 | 11,2788 |
Factor 9 | 10,1876 |
Factor 10 | 10,5068 |
Factor 11 | 13,9329 |
Factor 12 | 18,6682 |
Factor 13 | 19,1201 |

PRESS, usando Factores 5

1000 ;

100 =

log (PRESS)

0.1

Humero de Factores

Figura 20. Grafico de valores de PRESS con respecto al numero de factores.
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En base a lo anterior se tomaron 5 factores como nimero de componentes del modelo, Para
corroborar que se eligid el numero de componente Optimo se aplica la prueba de Fisher,

estableciendo las siguientes hipétesis

HIPOTESIS
Ho: El nUmero de componente es 6ptimo para el modelo

Ha: El nUmero de componente no es dptimo para el modelo

Criterio de aceptacion
F(a)< Fo2516.16 NO se rechaza Ho lo que implica es un componente 6ptimo

F(a)> Fo2s1616 S€ rechaza Ho lo que implica que no es un componente 6ptimo

F(a) = 9.4793 = 1.3434
7.0559

El valor de F calculada = Fy 251616 €s de 1.4097 por lo que Ho no se rechaza y 5 puede

ser usado como numero de componentes.

Para el modelo de calibracidon se escogiéo PLS obteniendo mejores resultados con un nimero

de factores de 5 y utilizando correccién de linea base a 1844 nm y suavizado espectral.

4. VALIDACION DEL MODELO DESARROLLADO POR INFRARROJO
CERCANO

Histéricamente, una validacion en NIR se considerd para ser la verificacion de procesos,
con la correlacion entre resultados de NIR y un método de referencia usando una apropiada
estadistica o rutina quimiometrica. El termino de validacion en el contexto de regulacion de
métodos en NIR, se refiere para el establecimiento de apropiados datos y documentacién para

certificar que el método funciona para que se esta desarrollando.
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Como no existen normas de validacion especificas para el NIR, es aceptado las guias de ICH
como una plantilla de formato para un proyecto de validacion para un método en NIR.
[Ciurczak, 2001]

Segun la guia ICH y la Guia de CQFB en la validacion de un método se han de considerar
estudios de precision, exactitud, intervalos de concentracién, linealidad y robustez. Sin
embargo, su aplicacion a un método NIR presenta algunos aspectos discutibles, especialmente

en los referentes a linealidad, exactitud y robustez.

PRECISION Y EXACTITUD

Normalmente la precision se determina al evaluar tres parametros: repetitividad,
precision intermedia y reproducibilidad. En este caso, dado que el método se va a utilizar como

analisis de control interno, no es necesario realizar el estudio de reproducibilidad.

La repetibilidad se determiné realizando 12 analisis de la misma muestra, el mismo dia y
por el mismo operador. Como se observa en el tabla 25 para todas las muestras el coeficiente

de variacién (CV) fue 0.64%, claramente inferior al limite habitualmente aceptado (2%)

Tabla 25. Porcentaje de recuperaciéon de una muestra para la repetibilidad del modelo.

MEDIDA % ADICIONADO % DE RECOBRO
1 100.076 101,797
2 100.076 101,756
3 100.076 101,083
4 100.076 101,086
5 100.076 102,871
6 100.076 100,760
7 100.076 101,058
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Asimismo, se realizé la prueba de t de Student para evaluar la exactitud del modelo, para la cual

se establecio la siguiente hipotesis.

HIPOTESIS

8 100.076 100,960
9 100.076 100,287
10 100.076 101,446
11 100.076 101,548
12 100.076 101,778
Promedio 101,369
Desviacion 0,65795
Cv 0,6491

HO: Hosrecobro = Mo adicionado NO S€ rechaza Ho lo que implica que el método es exacto

Ha: Josrecobro # Mo Adicionado S€ rechaza Ho lo que implica que el método no es exacto

Criterio de aceptacion

Si teal < taritica NO S€ rechaza Ho y por tanto el método es exacto

Tabla 26. Resultados de la prueba de t de Student, para evaluar la exactitud del método

considerando un nivel de significancia de a=0.05

Concentracion (um/ml)

t calculada

t critica

50.023

0.2364

2.2004

Como se observa en el tabla 26 el valor de la t.; es menor al valor de la tgiica, por lo tanto Ho no

se rechaza, y se comprueba que el método es exacto.
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LINEALIDAD

Para probar la linealidad, se muestra la figura 27, en la cual se observa que el valor de
concentracién calculado por NIR frente a la cantidad adicionada para el conjunto de muestras
evaluadas, si existe de una relacién lineal que se puede ver en la inspeccion visual que se

confirma con los analisis estadisticos realizados.

Tabla 27. Concentracion adicionada, y el porcentaje de recuperacién para evaluar linealidad

Concentracién | Concentracioén % %
Nivel aOéLC;?r:i;ja e(itgi;r/nrr?lij)a Adicionado | Estimado
50% 25,010 24,898 100,040 100,550
60% 30,000 30,264 100,000 100,580
64% 32,000 32,273 100,000 100,983
68% 34,020 32,996 100,059 95,612
2% 36,120 36,096 100,333 100,388
76% 38,140 38,317 100,368 100,634
80% 40,000 40,432 100,000 101,397
84% 42,020 42,498 100,048 100,523
88% 44,060 43,768 100,136 99,800
92% 46,180 46,008 100,391 100,034
96% 48,120 48,274 100,250 100,069
100% 50,038 50,430 100,076 100,380
104% 52,050 51,474 100,096 99,350
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y=0,999x+ 0,042

108% 54,060 53,868 100,111 100,393

112% 56,040 56,020 100,071 99,706

116% 58,110 58,077 100,190 99,725

120% 60,130 60,293 100,217 100,288

130% 65,001 65,108 100,166 99,774

140% 70,007 70,016 100,023 99,878

150% 75.286 75,106 100,141 100,087
Promedio 100,008
Desviacion 1,141

cVv 1,141
85,00

£

g’ 75,00 |

3

S 65,00
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Figura 21. Grafico de concentracion adicionada contra la concentracion calculada por el modelo
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Tabla 28. Parametros obtenidos del analisis de regresion de la linealidad del método

Pardmetros . Observacion
L - Criterio de
estadisticos de la Valor obtenido L.
. Aceptacion
regresion
R* 0.999 R*>0.98 Cumple
Pendiente (m) 0.999 m=1 Cumple
Intercepto (b) 0.042 b=0 Cumple
C.V. 1.141 CV=2% Cumple
IC(B1) 0.723 - 1.275 IC(B+) depe incluir la Cumple
unidad
o |
IC(Bo) 13,673 - 33.715 IC(By) debe incluir el Cumple
cero
B IC(n) debe incluir el Cumple
IC() 99.40 - 100.62 100%

Para corroborar que existe una relacion lineal entre la concentracién de clonixinato de
lisina y la respuesta analitica es el andlisis de variancia presentado en la tabla 29, para la cual

se establece la siguiente hipdtesis:

HIPOTESIS
¢ Ho: No existe una relacién lineal entre la concentracion y la respuesta analitica

o Ha: Existe una relacion lineal entre la concentracién y la respuesta analitica.

Criterio de aceptacion
o SiF< Feica NO se rechaza Ho

e SiF.> Faitica Se rechaza Ho
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Tabla 29. Analisis de variancia realizado para determinar la linealidad del método considerando
un nivel de significancia de a=0.05.

I\:/l:ir;t;éd: o sc cM Feal Valor clr:itico de
Regresion 1 1361,29309 1361,29309 7907,83021 1,1287E-20
Residuos 14 2,41002939 0,17214496

Total 15 1363,70312

De acuerdo a la hipotesis y a los resultados obtenidos del analisis de variancia
( Fea™ Faitca ) S€ evidencia que si hay relacion lineal entre la concentracion adicionada vy la
concentracién estimada para el método de regresion propuesto
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REPETIBILIDAD Y PRECISION INTERMEDIA DEL MODELO

La precision intermedia del modelo, se evalué mediante la evaluacion por sextuplicado
del 100% de concentracion del sistema preparado en dos dias y por dos analistas diferentes
bajo las condiciones de operacién establecidas. En la tabla 30 se muestran los porcentajes de

recobro obtenidos para cada analista en cada uno de los dias

Tabla 30. Coeficientes de variacion de los porcentajes de recobro obtenidos para evaluar la

precision intermedia del método

% RECOBRO
C.V.
ANALISTA 1 ANALISTA 2

99,678 102,116

99,621 102,456

99,630 101,890 1.1895
DIA 1

99,121 101,539

100,627 101,889

101,025 102,204
C.V. 0.7195 0,310

101,984 100,436

99,882 100,882

99,529 99,498 0.9577
DIA 2

102,734 100,621

101,554 100,609

101,145 101,083
C.V. 1.219 0.548 ‘

C.V. GLOBAL ‘ 1.059
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Para determinar si existe diferencia significativa entre los resultados obtenidos por los dos
analistas en los dos diferentes dias, se realizé un Analisis de Variancia Anidado, en el cual se

establecié como factor fijo el analista y como factor aleatorio el dia.

Tabla 31. Andlisis de variancia para evaluar la reproducibilidad y repetitividad del método

considerando un nivel de significancia de a=0.05

Fuente de gl sC CM F Crit\ilcaolodre .
variacion Probabilidad
Analista 1 0.8682 0.8682 1.17 4,3512 0.2920
Dia(analista) 2 10.7224 5.3612 7.20 4,3512 0.0044
Error 20 14.8905 0.7445
Total 23 26.2823

Los resultados del analisis de variancia indican que no hay diferencia significativa, entre
los porcentajes de recobro obtenidos por diferentes analistas (valor de P>0.05), esto significa
que el modelo es reproducible. En el caso de la repetibilidad se observa que el valor de P es
menor a 0.05, esto representa que existe una mayor variancia entre los datos pero se puede
considerar que el método es repetible entre dias porque el coeficiente de variacion es menor al
3% (C.V global =1.089) segun la norma 177.

ROBUSTEZ

La robustez de un método analitico se evalua determinando el efecto que producen
pequefios cambios en las condiciones de trabajo. Sin embargo este no es el caso de las
calibraciones NIR multivariantes, donde el modelo de calibracién se desarrolla en un periodo
predeterminado y se asume que funciona bien continuamente. Para ello, el instrumento se
somete a controles diarios, realizando las diferentes pruebas recomendadas incluidas en el

software que lo controlan.

En el contexto de la espectroscopia NIR, robustez significa “estabilidad del modelo de
calibracion a lo largo del tiempo”. De esta manera, se analizaron 3 muestras, producidas en dos
dias posteriores al desarrollo del modelo de calibracion. Lo mas conveniente es seguir
monitoreando el modelo durante tres meses continuos pero para fines de este trabajo y tiempo

limitado solo se evaluara en un corto tiempo.
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Tabla 32. Porcentajes de recobro en dos dias diferentes, por el mismo analista

Muestra Dia 1 % de recobro Dia 2 % de recobro
1 101,797 102,048
2 101,756 103,605
3 101,083 103,995
4 101,086 101,809
S 102,871 103,801
6 100,760 103,347
7 101,058 103,677
8 100,960 100,310
9 100,287 103,265
Promedio 101,2953 102,873
Desvest 0,750634 1,2279219
c.v 0,741035 1,193629
IC(u) 100,72 - 101,87 101,93 - 103,82

En la tabla 32 se observa que existe una pequefia diferencia en el coeficiente de

variacién y los intervalos de confianza no incluyen en 100%, pero el promedio del % de recobro

si entra dentro de los intervalos de confianza.

La robustez se ve afectada por el tiempo de analisis, pero es necesario realizar mas

determinaciones a largo plazo, para comprobar si en realidad el modelo se ve afectado por la

produccion de muestras a lo largo del tiempo
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5. COMPARACION DEL METODO ESPECTOFOTOMETRICO UV CON EL METODO
POR NIR

En la guia de validacion de CNQFB, se establece que cuando se quiere comparar 2
métodos analiticos para aplicaciones de contenido se puede emplear estudios de comparacion
de parametros de desempefio, y se emplea cuando los dos métodos analiticos han sido
validados. Los parametros a estudiar son especificidad®, precisién, exactitud y linealidad del

método.
En este trabajo se compararon los siguientes parametros:

Tabla 33. Parametros de desempefio a comparar de los dos métodos

Parametros Criterios de
de _ Aceptacion .
. Valor obtenido Observacion
desemperio
Exactitud y | 1C-S*=0.1226 - 1.3439 IC-S” si cumple
Repetibilidad )
IC-¥ =-0.3015 -2.0637 IC-S” = debe incluir el IC-¥ si cumple
valor de 1
IC-S* = 0.6322 - 2.808 IC-S* si cumple
Precision IC-¥=-0.057 - 0.5516 _ o IC-¥ sicumple
] ) IC- 3= debe incluir el
intermedia
valor de 0
IC-S* = 30.97 - 264.180 IC-S* = debe incluir el IC-S” no cumple
valor de 1
Linealidad IC-¥=-1.206 - 0.0951 IC-¥ sicumple

IC- ¥= debe incluir el
|C(B11-B12): -4.4362 -

4.483

valor de 0

IC(B11-B12) deben de IC(B11-B12) si cumple

IC (Bo1 - Boz)=-0.206 —

® Este parametro de cumplir para cada método; ya sea demostrando su especificidad o exactitud
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0.0528 incluir el cero

IC (Bo1 - Boz) deben IC(Bo1-Bo2) si cumple

incluir el cero

|C-S? =Intervalo de Confianza para la razén de variancias

IC- ¥ =Intervalo de Confianza para la diferencia de las 2 medias poblacionales.

IC(B11-B12)=Intervalo de confianza para la diferencia de las pendientes

IC (Bo1 - Bo2)= Intervalo de confianza para la diferencia de las ordenadas al origen

En base a los resultados de la tabla 33 se establece que los dos métodos tienen las
misma repetibilidad, exactitud y precisién intermedia, por que el intervalo de confianza para
razones de variancia (IC-S?) incluye el valor de 1 esto quiere decir que las variancias son
iguales. Para el caso de linealidad no se tienen la misma repetibilidad en porcentajes de
recobro, esto puede deberse a que los dos métodos no tienen la misma transformacion

matematica por lo que no son comparables.

Cuando se compara la pendiente y la ordenada al origen, se comprueba que no hay
diferencia debido a que el intervalo de confianza incluye el valor de cero, por lo que no hay
diferencia significativa en la linealidad de los dos métodos con un nivel de significancia de
a=0.025

Con estos resultados se comprobd que los dos métodos tienen la misma exactitud,

precision y linealidad, y ambos son confiables para la cuantificacion.

Para comparar el porcentaje de recuperacion de 3 muestras posteriores a la validacion
de los correspondientes métodos. Se analizaron 3 muestras por triplicado, por un mismo

analista y el mismo dia, por NIRy por UV, los resultados se presentan en la tabla 34.
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Tabla 34. Porcentaje de recobro de 3 muestras por UV y NIR

MUESTRA % RECOBRO POR UV % DE RECOBRO POR
NIRS
101,290 97,057
1 100,608 99,183
100,850 99,732
100,941 101,865
2 101,022 100,656
100,474 100,383
98,896 101,158
3 98,595 100,834
98,859 101,565
PROMEDIO 100,171 100,270
DESVEST 1,069 1,470
CVv 1,067 1,466
IC ()
99,35 -100,99 99,14 — 100,14

Como se observa existe mayor variacion en los datos obtenidos por NIRS, pero para
determinar si existe diferencia significativa entre los métodos es necesario realizar la prueba de

t student.

HIPOTESIS

HO: MoRrecobro UV = M%Recobro NIR NO S€ rechaza Ho lo que implica que no hay diferencia

significativa

Ha: Morecobro Uv # M%recobro NR S€ rechaza Ho lo que implica que existe diferencia

significativa
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Criterio de aceptacion

Si tea < teitica NO S€ rechaza Ho y por tanto no hay diferencia significativa entre los dos

métodos

Lat . obtenida es de 0.0244 y la t.iica €S 2.2624 por lo que Ho se acepta y no existe diferencia

significativa entre el método espectrofotométrico UV y el de NIR.

Como se ve en la tabla 34, existe mayor C. V en los porcentajes de recobro en el
método de infrarrojo cercano, pero ambos incluyen el 100% en el porcentaje de recobro. La
diferencias en los porcentajes de recobro de NIR pueden deberse a ruido ambiental, ya que
esta técnica es muy sensible a cambios de temperatura y humedad por lo que es necesario

controlar estos factores para poder tener reproducibilidad a los largo del tiempo.

Los dos métodos son aceptables para la cuantificacion de Clonixinato de Lisina, en

solucion, ya que ambos obtuvieron resultados dentro de las especificaciones.

El primer método utilizado para la cuantificaciéon reportado en farmacopea es la
espectrofotometria UV, pero el infrarrojo cercano también puede establecerse de forma

confiable como método alternativo de cuantificacion.
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VI. CONCLUSIONES

Se desarrollé un método analitico para la cuantificacién de Clonixinato de Lisina por
Espectrofotometria UV. Las condiciones Optimas determinadas para el analisis son: medio
de disolucién NaOH O0.1N, lecturas a una longitud de 283 nm y 25°C temperatura de

analisis.

Se realizé la validacion del método analitico por UV, evaludndose los parametros de
precision, linealidad, especificidad, exactitud y reproducibilidad, mismos que cumplen con
los criterios especificados en la guia de validacion de métodos analiticos del colegio
nacional de QFB’s. Por lo que este método puede utilizarse para la cuantificacién de

Clonixinato de lisina en solucién, de forma rapida, econémica y confiable.

En el Infrarrojo Cercano se desarroll6 el modelo a partir de la construccién de las
bibliotecas de espectros, se utilizé andalisis multivariante PLS y pretratamientos matematicos
para la correccion de variaciones espectrales (suavizado espectral y correccion de linea

base), con el fin de cuantificar Clonixinato de Lisina en una solucién inyectable.

Para la validacion del modelo de calibracion del infrarrojo cercano, se tomaron los
criterios de la Guia de validacion de de ICH, evaluado precision, exactitud, linealidad,
reproductividad, robustez. Los cuales pudieron evidenciar la idoneidad del modelo, para la
cuantificaciébn de clonixinato de lisina en solucion. Por lo que el NIR es una buena

alternativa a los métodos tradicionales de analisis cuantitativo, por su rapidez, sencillez.

Una vez desarrollado y validado un método de calibracion, es importante evaluar los
resultados obtenidos a lo largo del tiempo. De esta manera, es posible detectar alteraciones

en los valores de prediccion, las cuales pueden ser por diversas causas.

Al comparar los resultados de prediccibn de muestras por Espectrofotometria UV e
Infrarrojo cercano, se obtiene menor variacion en el % recobro por Espectrofotometria UV,
por lo que seria adecuado ampliar el nUmero de muestras que contengan todas las posibles
variaciones para el modelo de calibracién por NIR; ya que no es posible analizar muestras

problemas que presenten variabilidad fisica o quimica no contemplada en la calibracion.

Los métodos desarrollados para la cuantificacion de clonixinato de lisina por UV y
NIRS pueden establecerse como métodos de rutina en el control de calidad para una

solucion inyectable.
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La espectrofotometria UV, debe seguir siendo la primera opcién de analisis de

farmacos por ser una de las técnicas de bajo costo y cortos tiempos de analisis.

Es importante considerar que la espectroscopia de reflectancia difusa en el NIR es
un método alternativo y no destructivo para la determinacién de principios activos en
solucion, y no solo en productos sélidos como se reporta en la mayoria de los articulos. La
gran desventaja de esta técnica, es que para cada producto es necesario construir una
biblioteca, y no acepta cambios en los constituyentes de la formulacién; de esta forma
presenta dificultades en la transferencia de calibraciones entre instrumentos, ya que
pequefias diferencias entre ellos, pueden dar lugar a errores importantes en los resultados,
lo que puede obligar a que para analizar una misma muestra problema, sea necesario

preparar un calibrado en cada instrumento.
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ANEXOS

ANEXO 1

PREPARACION DE PLACEBO

Materia prima Placebo al
100%
Clonixinato de lisina 2.5¢9
Alcohol bencilico 0.5ml
Metabisulfito de sodio 0.20g
Propilenglicol 24 ml
Alcohol etilico 10g
Agua inyectable cbp 50ml

Procedimiento
1. Medir en una probeta graduada los cosolventes (propilenglicol, alcohol etilico y alcohol
bencilico
Colocar los cosolventes en un vaso de precipitado de 250ml|
Agitar por tres minutos en el ultraturax
Adicionar la cantidad de clonixinato de lisina
Agitar por 5 min y registrar la temperatura

En un vaso de precipitado disolver el metabisulfito de sodio en 5 ml de agua desionizada

N o o bk~ e

Agregar la solucion de metabisulfito de sodio a vaso de precipitado que contiene el

clonixinato de lisina.; adicionarlo muy lentamente y por las paredes del recipiente

8. Agitar por 10 minutos y registrar la temperatura

9. Transferir la solucion a un matraz volumétrico de 50 mi

10.Agregar agua desionizada poco a poco e ir agitando para homogenizar y permitir la
solvatacion del agua y los cosolventes.

11.Llevar a la marca de aforo con agua desionizada, cuidando que la solucién del matraz
se mantenga a una temperatura de 25°C.

12. Transferir nuevamente la solucién a un vaso de precipitado y agitar por 4 minutos,

cuidando que la temperatura se mantenga a 25°C.
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ANEXO 2

FORMULAS PARA ANALISIS ESTADISTICO

Media Aritmética

Desviacion Estandar

Coeficiente de variacion

Pendiente

Ordenada al origen

Coeficiente de determinacion

(> x)- > vk
2T x)- (xR v2)- (3 vR)

Intervalo de confianza para la pendiente

IC(B1) = b1 % t9.975n-25b1

1

Sbi = Sy/«x

S \/Zyz—blzxy—boZy

/X =

’ n-2

t0.975, n-2 = Referirse al anexo 19 para determinar el valor de la t de Student.

Intervalo de confianza para la media poblacional
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IC(W) =y xtoors,n- 1%

to.975,n-1 Referirse al anexo 19 para determinar el valor de t de Student
n = numero de recobros.

Intervalo de confianza para la ordenada al origen
IC(Bo) = bo % 10.975,02Sho

Sto = Sy /x r1]+ (X)(ZZ b
X
S xp -
n
D x
X==
n
Coeficiente de variacion de regresion
CVy = %100
Yy
DY
y _——
n

FORMULAS PARA ANALISIS DEL MODELO

PRESS (predicted Residual Error Sum of Squares)
ZEJ"- ¥§?

V= .,
. Concentracion calculada

Y = concentracién del analito

MSeqr (Mean square for regression)

fil(yi ‘ff:)z
N+1

SEP (standard error of prediction)
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E;.l(}’: %, — bias)? &
1
b‘f.ﬁs — E:—lcy;v )

RMSEP (Root Mean Square Error of prediction)

1y
?;1(}’:' - 5"‘;)2 e
N

SEP (standard error of calibration)

, 1
E?;j.(}’t - 9)° 2
N—K-1

RMSEC (Root Mean Squared Error of calibration): Es el calculo de RMSE para las muestras
de calibracion

RSEP (Relative standard Error of prediction) para la capacidad predictiva

|1"I [’
—|-=1*..?':.3'_"‘ r}
T 2
e T &
oy ..u,_ T

FORMULAS COMPARACION DE 2 METODOS ANALITICOS

Variancia del método 1.

_ nlz yi2 — (Z y1)2

nl(nl - 1)

Variancia del método 2.
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S0 = nzz Y22 — (Z yz)Z

nz(nz — l)

2 . .
S|°= variancia menor
2 . .
S,“= variancia menor

Intervalo de confianza para la raz6n de variancias.

S22 022 S22

—— xFoo0s,n-1.m-1<

< x Fo975,n2-1,m -1
Si2 012 " Si2 T
n; = numero de recobros del método de variancia menor

n, = niimero de recobros del método de variancia mayor

IGUAL REPETIBILIDAD: Las variancias son iguales; en el intervalo de confianza incluye la
unidad

Media aritmética del método 1.

Media aritmética del método 2.

Y2
n2

Intervalo de confianza para la diferencia de 2 medias poblacionales.

L 1)S2 —1)S2
IC(,ul_,uz):(yl'yz)it0975n1+nz2\/(nl * )Sl +(n2 )82 |:L+L:|
n +n, -2 n_n,

e DIFERENTE REPETIBILIDAD (VARIANCIAS DIFERENTES):
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Intervalo de confianza para la diferencia de 2 medias poblacionales.

S’ -S;

n,...n,

|C(,L11 - ,uz) = (?1 -?2)ito.975, ol.
COMPARACION DE LA PENDIENTE
Desviacién estandar de regresiéon

Sy/xz\/zylz ~budxy, —bo, Dy, +Zy§ ~bi)" xy, -bo, >y,

n,+n, -4

1

S - :S X
bll-bl2 y / sz _(le)Q
1

—

szz_(zxz)z

n n,

IC(B11-Bi12) = (bi1- b12) £ t0.975n1+.n2-4 Sbi1-b12

COMPARACION DE LA ORDENADA AL ORIGEN

IC(BOI_ BOZ) = (bol' bOZ) * t0.9751’11-&-,n2-4 0.975, S bol- b02

Sho - bo2 = Sy/x —_— -t

11 (x,)2 (x

+ : 2
n, lez_(le)z zxzz (szp

n n,
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TOOnm A0

ANEXOS
ANEXO 3

FOSS NIRSystems NEAR-INFRARED ABSORPTIONS

MAJOR ANALYTICAL BANDS AND THEIR RELATIVE PEAK POSITIONS

Sacond Overtone Reimn Combination Band Rimn
Third Owvertone Ftirnn

First Overtone Fiaiin:m
c-H N-H a-H

a-H 2-H a-H N-H+&-H C-H+C-H C-H+E-C
4 Carkorm Ord eadfone  drd Cheadona Tul Cheadfona Tul Charlzna Lantsutzn Combnekarm Combarebom Combrneborm
"l Teadone 2l
o-H C-H Fi-H C-H cC-H M-H S-H
Iid Ceirlorm 3rd Chnrtona ired Dwaiba irvd e il Cormbinekcrm

Tt Cevuirioren

= N-H
it Ovarlorm Camizradon Cambnaiazs
1yt H HO ¥

REH RH RCOH [H=¥ts R
At fhkitHy RlH, ArdIH COMH, [l POH Rk
RRHFE |AicH

ArcH SO HR AiEH = CORH: GO F
(=

i
AICH i

£H - EHG =
N || L ~J4
[ LH; & -

. =8 oL =28
CH, CHy

o EHy EH,
1200nmm 1300rm 1400nm 15000 1E00nm 1700nm

B00nm 1000mm 1100nm

1E00rum 1900nm 20000 2100nm E200nrm

2300 2400nm 2500mn
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