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INTRODUCCION

Durante la produccién de toda forma famacéutica, es necesario tener un
estricto control de calidad sobre el producto terminado ya que todo medicamento
estd destinado para e! bienestar del hombre, previniendo una posible,

enfermedad o para tratarla cuando esta presente.

Debido a que el método de andlisis de un medicamento juega un papel muy
importante para decidir si el medicamento cumple o no con las especificaciones
de calidad establecidas, la Industria Farmacéutica se ha avocado a la mejoria de
las técnicas de andlisis para podef obtener asl resultados méas confiables, que

reflejen el valor de ta concentracion de los compuestos a ser cuantificados.

Los sensidos A y B son farmacos que contribuyen a la accién laxante
cuando son utilizados en concentracion adecuada ya que una sobredosis produce
alteraciones muy serias (24). Por lo que surgit la necesidad de validar un método
analitico para cuantificarlos de tal forma que se posea una garantia de que las
tabletas de sendsidos Ay B que se fabriquen, cumplan con las especificaciones

de calidad establecidas por el Sector Salud.

El propbsito de este trabajo consiste en validar un m.étodo analitico que
permita cuantificar el contenido de senésidos Ay B en tabletas. Para lo cual se
propone, el método que descrive la farmacopea U.S.P. XX, es el mas ecanbdmico,
rapido, eficaz y seguro, pero estimando que las condiciones de fos laboratorios en

México (equipo, reactivos, medio ambiente, etc.) no son {as mismas, se procedié a



adecuar el método ya que las propiedades de los excipientes empleados en la
forma farmacéutica tabletas interferian en la cuantificacién, ésto se elimind por

medio del proceso de filtrado.

El método espectrofotomélrico citado se basa en la hidrolisis acida de los
senosidos A y B a los aglicones correspondientes y que a su vez se oxidan. La
intensidad de la coloracion roja obtenida, cuando se tratan con la base borato se

puede medir por espectrofotometria.

Por otro Jado la muestra preparada para su cuantificacion es muy inestable
pussto que conserva su integridad y la concentracién de la sustancia de interés,
solo durante los primeros quince minutos, por lo que es necesario hacer ia lectura

al espectrofotémetro durante este tiempo.

Se concluye que éste es especifico, lineal, exacto, preciso y reproducible,
ya que cumple con los criterios de aceptacién para cada uno de los pardmetros
evaluados, por lo que se determina que tiene capacidad para proporcionar
resullados confiables para propésitos de control de calidad de rutina en las

tabletas de sen6sidos A y B, como producto terminado.



| FUNDAMENTACIGON



{ FUNDAMENTACION

El incremento en la produccién de medicamento y la elaboracién de
productos nueves ha llevado a la Industria Farmacéutica a adoptar el término
"validacién”. Para asi garantizar la confiabilidad de que e! medicamento cubra

con todas las espacificaciones de calidad y disefio (4, 5, 6, 7).

Por lo mismo ia Industria Farmacéutica Nacional se ha visto obligada a
validar los métodos analiticos mediante un programa cientifico por medio del cual
quede documentada la influencia de las variables fisicas, quimicas, cinéticas,
instrumentales y aleatorias en su capacidad para proporcionar resultados

analiticos confiables.

Los resultados que se obtienen por medio de un método analitico se
encuentran influidos por diferentes factores tales como: el medio ambiente
(temperatura y luz), el uso de diferentes reactivos, analistas, laboratorios,
equipos, materiales, etc. La validacion tiene por objetivo evaluar la influencia de
todas estas variables en la capacidad del método para medir una propiedad fisica
o quimica de la muestra en estudio y asi poder emitir un juicio para decidir si el

método puede ser aplicado a una situacién particular (8).

Este proceso de decisitn se realiza, después de evaluar las caracteristicas
quimicas obtenidas con respecto a los requerimientos del problema analitico en

una drea especifica.



El dltimo uso de la metodologia anélltica, es producir informacién del
analisis - del contenide de muestras especificas, para resolver problemas

particulares.

El proceso de validacién verifica en particular una metodologia y se basa
sobre juicios de algunas técnicas conocidas qus son optimizadas para prop6sitos

de mediciones practicas. (10)

Los métodos que son establecidos por fa United States Phannacépeia
(U.S.P.), o de algunas ofras fuentes reconocidas de estdndares de referencia,
deben ser adecuadamente validados porque en nuevas condiciones, reactivos, e

instrumentos pueden alterar sus caracteristicas, (7)

Se hacen andlisis de muestras de referencia, que son similares a muestras

problema comparando los resultados para dar valores certificados.

La evaluacién se hace por medio del recobro experimental obtenido de un
placebo cargado; mismo recobro que evalla el error sistematico constante que es

independiente de la cantidad de farmaco presente en la muestra.



A. VALIDACION
1. Importancia

En la validacion de los m_étodos analiticos es necesario tomar como base
un conocimiento cientifico de los mismos; asi la relacion entre los factores
independientes o que son controlables; las variables de formulaciones o de
proceso, y los factores dependientes o de respuesta que son caracteristicas de
calidad del producto, pueden ser establecidas mateméticamente por métodos
apropiados de modelos estadisticos, que son por la general un andlisis inferencial

y de regresion lineal computarizado. (5)

La validacién de un método analitico es el proceso por el cual queda,
establecido, por estudios experimentales, que la capacidad del método satisface

los requisitos para la aplicacion analitica deseada (6).

La capacidad se expresa en este caso en términos de parédmetros
anallticos, como son: la precisién, linealidad, exactitud y especificidad

proporcionado una medida del comportamiento del sistema y del método.

Los parametros que proporciona la informacion para decidir si un método
. 8s o0 no funcional son estudiados estadisticamente, un método que es valido para

una situacién, puede no serlo en otra.

Dependiendo de la categoria del métedo a validar se evaltan diferentes

pardmetros estadisticos, ver tabla No. 1.



TABLA No. 1
PARAMETROS MINIMOS PARA VALIDAR METODOS ANALITICOS *

| 1] (] 1\

Par&metro A B
Linealidad y precision X x X X
Exactitud X X X b3 X
Limite de deteccion b3
Limite de cuantificacién X X
Reproducibitidad x X % X
Especificidad (interferencia) X X X X

X

Especificidad (en estabilidad)

Donde:
| = Métodos analiticos de la categoria | para pruebas de control de calidad.
Il = Métodos analiticos en pruebas de biodisponibilidad, como por ejemplo

disolucién, farmacos de liberacién controlada, etc.
111 = Métodos analiticos indicativos de estabilidad.
IV = Revalidacion del método

A= Sin cambio en condiciones de operacion

B = Con cambio en condiciones de operacion

* Referencia (By 7).
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2. Parametros Analiticos

a. Linealidad

La linealidad de un método analitico; es la capacidad para asegurar que los
resultados analiticos son directamente proporcionales a la concentracion de la
sustancia dentro de un rango determinado. Los niveles de concentracién son tres

dependiendo de 1a cantidad elegida teniendo como centra! un 100%.

Criterio de aceptacién para la linealidad de método en:
Coeficiente de correlacién R > 0,99

Infercepto B = 0+ 2 % El limite al 95% debe incluir el cero.
Pendiente M = 1+ 2% Ellimite al 95% debe incluir el 1.
Ervor Esténdar de Regresién Sy, < 3%

Coeficiente de variacién C.V. £ 1.5%

El método se considerard lineal si cumple satisfactoriamente con lo

anterior.
Estadigrafo de contraste: t de estudent (4, 5).
b. Precisién:
La precisién de un método analitico es el grado de concondancia entre

resultados  analiticos individuales cuando el procedimiénto se " aplica

repetidamente a diferentes muestreos de una mezcla homogénea del producio.



Las mediciones de la precisién deben calificarse en términos de sus dos

fuentes de variacion que son repetibilidad y reproducibilidad.

1) Repetibilidad es la precisién de un método analitico expresada como la
concordancia obtenida entre determinaciones independientes realizadas bajo

las mismas condiciones. (Analista, aparatos, laboratorio, tiempo, etc.).

Estadigrafo de conlraste: 2.

drea de aceptacién y2 calculo < y2tablas.

2) Reproducibilidad es precisién de un método analitico expresada como la
concordancia obtenida entre determinaciones independientes realizadas bajo

condiciones diferentes (analistas, dias, equipos, laboratorio, etc.).

La evaluacitn de basa en un modelo de la forma:

Xji =X +Aj+Dj+E (i)

Donde cada variable representa una de las posibles. fuentes de variacion
involucradas en [a técnica. Se cuantifica ademés el error Ey (ij) implicito en cada
determinacion.

El andlisis de varianza (ANADEVA) mide los efectos de los factores (para

ef presente caso; analistas-dias y la interacién entre ambos de los resultados

obtenidos).
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Estadigrafo de contraste: "F* Fisher

Area de aceptacion: F careuto ©  F tablas

Criterio de aceptacitn de precisién del método. El andlisis de varianza
debe indicar que no hay diferencia significativa entre dia y analistas en los

resultados estadisticos.(7)
Desviacién estdndar < 1.5%
c. Exactitud.

La exactitud de un método analitico es la concordancia entre los valores
obtenidos experimentalmente y el valor de referencla. Se expresa como el
porcentaje de recobro obtenido del andlisis de muestras a las gque se les ha
adicionado cantidades conocidas de una sustancia. Las condiciones en las que
el experimento debe efectuarse deben ser controladas; esto es: misma muestra,

mismo analista mismos instrumentos, etc.

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

operacién y por el mismo analista.
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Criterio de aceptacién de la exaclitud del método.
Promedio de recobro 98.5-101-5%

Limite al 95% de confianza 97 a 102%
Desviacién estdndar relativa DER < 3%
Coeficiente de varnacion < _1.5%

Estadigrafo de confraste: *t* de estudent.

Area de aceplacién:

t g < t cdleuo < tg.4
2 2

La estimacién de la exactitud de un método estd asociado con el error total

que es la suma del error indeterminado y el error determinado.

El error determinado se debe a una falta de control de calidad de la técnica
analitica (errores de operacién, calibracién, reactivos, etc.), es controlable y es

independiente de ta concentracién del fdrmaco.

El error indeterminado permanece aln cuando se ha hecho todos los

osfuerzos para eliminar el error determinado.

Los errores indeterminadbs, son originados por efectos acumulativos de
fluctuaciones aleatorias en el proceso de medida, €s incontrolable pefo puede

medirse con una validacién adecuada.(6)
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El coeficiente de variacién y el porciento de recobro depende del tipo de
método, forma farmacéutica y concentracién del activo presente en la muestra,

como se observa en las tablas 2y 3

TABLA No. 2
PORCENTAJES DE RECOBRO
DE LAS DIFERENTES FORMAS FARMACEUTICAS

WM
TABLETAS 98-128

SUSPENSIONES 97-103

SOLUCIONES 98-102

SEMISOLIDOS 97-103

TABLA No, 3
VALORES DE C.V.
PARA EVALUAR LA PRECISION DEL METODO

| METODO c.v
CROMATOGRAFICOS 2%
QUIMICOS Y

ESPECTROFOTOMETRICOS <3%
“TITRIMETRICOS

MICROBIOLOGICOS <5%

EL COEFICIENTE DE VARIACION TOTAL DEBE CUMPLIR CON
LOS FINES PARA LOS CUALES EL METODO SERA UTILIZADO.(6,7)
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d. Especifidad.

Verifica la capacidad del método para determinar que los excipientes no

interfieran con la medida de ia potencia del principio active,

La especificidad mide el grado de interaccién (o ausencia) del principio activo
en el andlisis de mezclas. En el métedo analitico especifico, es la medida usada
para la determinacion de un compuesto y que no esté influenciada por ia presencia

de otros materiales. (6, 7)

Criterio
Muestra Respuesta
Placebo. ... No da respuesta
(todos los excipientes de ( menor del 2%)
la forma farmacéuica sin
principio activo).
Estlndar.................... 0 0000000 Da respuesta
(100 %)
Placebo cargado . . . . F N .. Da respuesta
{excipientes + una canti- igual al estandar
dad del principio (100%)

aclivo igual al estandar)
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e. Revalidacién,

Por revalidacién se entiende la repeticion*de una validacion y resulta
necesaria cuando se han alterado las condiciones bajo las cuales se ha flevado

a cabo la validacion. (2)
Por ejemplo:
- Maodificaciones en los procesos de fabricacidn o en los reactivos.
- Cambio de proveedor o de la calidad de los reactivos.
- Empleo de aparatos de medicién nuevos.
B.- METODOS ESPECTROFOTOMETRICOS
1.- Importancia
La espectrofotometria se utiliza para determinar materiales desconocidos
tanto puros como impuros. Estas medidas detectan la presencia o ausencia de
diferentes elementos o grupos funcionales, o bien proporcionan informacién en
relacién a fa estructura analizada.

2.- Proceso de Absorcién.

Cuando un &tomo, idn 6 molécula absorbe un fotdn, la energia afadida
produce una alteracién de estado; la especie se dice entonces que esta excitada,

La excitacion puede aplicar uno de los procesos siguientes:
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- Transici6n de un electrén a un nivel de mayor energfa.
- Un cambio en el modo de vibracién de la molécula.

- Una alteracién en el modo de rotacién.

La energfia potencial de una molécula, excluyendo su energla nuclear,
puede considerarse como la suma de sus energlas electrdnica, rotacional y
vibracional. Las energias electrénicas se asocian con las transiciones de los

electrones dentro del étomo o molécula .

Las energias rotacionales o vibracionales se asocian con las rotaciones ylo
vibraciones de los dtomos o grupos de atomos respecto a ellos mismos en la

molécula (ver figura 1).

Fig. 1. Tipos de transiciones en los Stomos

—_— —

O—O
O0—=0

—_—
Transiciones Transiclones Transiciones
Electrénicas Vibracionales rotacionales

E total = Energia eleclrénica + Energla vibracional + Energia rotacional

Las diferencias enire estados energéticos rotacionales de una molécula
son relativamente pequefias, mucho menores que las diferencias energéticas
entre niveles electrénicos. Las diferencias energélicas entre estados

vibracionales son intermedias. Consecuentemente, la.absorcién de la luz
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asociada con energlas rotacionales se halla situada por lo general en la regién de
baja energia o longitud de onda larga del espectro electromagnético, esto eé. el

infrarrojo lejano.(11)

Absorciones asociadas con diferenclas electrénicas, se encontraran en la
region del espectro de alta snergia o longitud de onda (ultravioleta y visible).
Absorciones debidas a diferencias vibracionales se encontrardn entre las dos,

principalmente en el infrarrojo cercano. (figura 2)

0,78nm
-10m 200nn 3800e 780" 50us 30cw
tangitud de
onda 2.508 25 un
uy al vacfo | V¥ cercano { isiple IR lejano a
Regién o de cuarzo microondas
Espectral 656 caz!
Excitacién 6l .f - R i
10 cn i cercang vi- | o, .o
. 0,000cs-!  26,300ck bracign y reta-f "012€100
Niwero de onda 50,000cx ' cidn woibeular | molecular
. €lectrones de valencia
4000 e 200 ™!

Figura 2 Especiro Electromagnético

La regién ultravioleta se extiende desde aproximadamente 10 nm a 380
nm, pero la regién que més se emplea para andlisis es de 200 a 380 nm y sa
llama regidn del cercano ullravioleta. Por debajo de 200 nm el aire absorbe de
manera apreciable y por lo tanto, los instrumentos funcionan al vacio. La regi6n
visible es una parte muy pequefia del espectro electromagnético. La regi6n del

visible se extiende desde el cercano ultravioleta 380 nm hasta aproximadamente
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780 nm. La regién del infrarrojo abarca aproximadamente 780 nm a 300 ym pero
el dmbito de 2.5 a 25 pm es el qus se emplea con mayor frecuencia en

andlisis.(10)
3. Absorcion de la Luz por las Sustancias

Puesto que la luz es una forma de energla, fa absorcién de un fotén por
una molécula de una sustancia causa un incremento en su contenido energético:
este incremento es igual a la energia del fotén. Sila molécula se encuentra en su
estado basal o fundamental (Eo) antes de ia interaccion, el proceso de absorcién
eleva su contenido energético a un estado superior o “"excitado” (E;). Los
experimentos han demostrado que los cambios energéticos debidos a la
absorcién de la luz no son funciones continuas, sino que ocurren solamente en
multiplos enteros de la unidad de energia -llamada cuanto- caracter(stica de
cada especie quimica. Para que un fotén sea absorbido por la molécuta, la
energia del mismo debe corresponder precisamente a la diferencia entre dos

niveles energéticos de la molécula (fig. 3).

31
Eq=Estado basal

E,=Eslado excltado
E=Energla del Folon, en ergs.
u=Frecuencia de la radiacién
£ = hv {cuanto) electromagnética en Ciclos/seg
h=constante de Planck
6.624x10 %7 ergs/seg

€0

Energla del fotdn = diferencia de energla
Fig. 3 Diferencia entre dos niveles energéticos
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En la practica, cuando la luz entra en contacto con algtin cuerpo colorido,
algunas de sus longitudes de onda componentes, son absorbidas y las restantes
son reflejadas o transmitidas segtin sus caracteristicas fisicoquimicas. A este

fenémeno se le denomina absorcion diferencial.

En contraste, los cuerpos negros y blancos no siguen este comportamiento,
ya que los primeros absorben todas las longitudes de onda, en tanto que los
segundos sdlo las reflejan pero no las absorben. Es de suponer que, desde el
punto de vista de la espsctrofotomeria, el interés se centra en el tipo y cantidad
de energia absorbida. La naluraleza y magnitud de las radiaciones absorbidas
constituye una importante informacion concemiente a las propiedades del material
analizado.

En el caso de las sustancias semitransparentes, la alternativa consiste en
graficar la intensidad de la luz transmitida como una funcidn de la longitud de
onda; con ello se obtiene lo que se conoce como la absorcién de la sustancia
estudiada. Un uso importante de los espectros de absorcion es el de servir como
guia para la seleccion de una longitud de onda adecuada para el anélisis
cuantitativo. Por lo general, la longitud de onda elegida es una regién en la cual
las sustancias a determinar absorben fuertemente, mientras que otras lo hacen en
proporcidn insignificante. En este caso encontramos que la absorcién diferencial
es [a base para la aplicacién de la espectrofotometria de absorcién en el anélisis

cuantitativo y cualitativo.
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4. Loy de Lambert-Berr
Beer postuld que la reduccion de energia radiante de un haz de radiacién

monocromatica es proporcional a la intensidad o potencia del haz y a la cantidad

de sustancia absorbente situada en su trayectoria.

abc = log Po/p
donde:
a = Absortividad molar
b = Longitud de la celda
¢ = Concentracién
p = Potencia Radiante Emergenle

Po= Potencia radiante incidente

Es de suponerse que la cantidad de la luz absorbida por una proporcion fija

de la especie absorbente dependera det niimero de moléculas de 1a misma.

Consideramos el caso hipotético en el cual un haz de luz monocromatica
incide subre una celda llena con una solucién transparente que contiene una
sustancia absorbente. Si 100 fotones de radiation penetran en la solucién y sélo
emergen 50, al otro lado decimos qus la transmitancia de la solucién es de 0.5.

(ver figura 4)
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Po = 100 fotones P = 50 fotones

r;:{)

Haz sonocromdtico 1 - 0.5 =50,0%

Fig. 4 Fundamento de la Ley de Lamben-Beer.

La potencia radiante, Po. que cruza la muestra, es reducida en intensidad,
La potencia emergente, p, es medida con objeto de estimar la magnitud de la
reduccién debida a la absorcién. Por jo tanto, la trasmitancia, T, es el cociente de
la potencia radiante emergente dependiente de la muestra y calor de la potencia
radiante incidente que alcanza la muestra. El porcentaje de transmitancia es

simplemente el producto de la transmitancia en |a relacion al factor 100,
T =(p/Po) X 100

La absorbancia, A es el logaritmo base 10 del reciproco de ia

transmitancia.
A = Log (T} = log (Po/p)
Resulta obvio que cuando se desea determinar cuantitativamente la

concentracién en una solucién midiendo la cantidad de radiacion que transmite,

es necesario contar con alguna relacién de trabajo entre la concentracién en la



-2]_

solucién y su capacidad de transmisién de radiacién. La ley de Lambert-Beer

constituye tal relacién.

5. Limitaciones de la Ley de Beer

Fuentes quimicas de desviacién,

La ley de Beer es satisfactoria solamente para la descripcién del

comportamiento de disoluciones diluidas, en este sentido es una ley limitada.

A altas concentraciones la distancia media entre las moléculas del soluto
(iones) es disimulada hasta el punto de que cada una afecta a la distribucién de
cargas de sus vecinos. Esta interaccion a su vez puede alterar su aptitud de

absorber a una radiacion de longitud de onda dada.

Por ofro lado en ciertos casos, e! sistema muestra desviaciones aparentes
de |la Ley de Beer debido a reacciones quimicas que se producen en solucién, de
tal forma que ocurrirdn situaciones similares cuando la concentracién de la
espacie absorbente se ve afectada por reacciones de formacién de complejos o

de hidratacién (dependencia con respecto del pH) (11).

L.a Ley de Beer sélo puede aplicarse en forma estricta cuando se emplea
radiacién incidente monocromatica, donde fa longitud de onda involucrada
normalmente es capaz de producir un cambio méximo en la absorbancia por

unidad de cancentracion.
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C.SENOSIDOSA ¥y B
1. Propledades Quimicas.
a) Nombre guimico:

sendsido A, 5, §' - Bis - (B-D - glucopirano sifoxi), 8, ¢, 10, 10' -
tetrahidro - 4, 4'd = hidroxi 10, 10' dioxo (8, 9' biantraceno) 2, 2' -

&cido dicarbdxilico.

b} Estructura:
SENOSIDO A
g

SENDSIDE B

. -0
Coh0g -0 o Ctyy Og

a OH

Las unidades Cg Hq405 Se refieren a la D-Glucosa.

& 6sido A es bgiro, por la actividad dptica de los carh con

€l sendsido B tiens la misma estauctura pero existe en la forma *meso”, respecto a los carbones

indicados con asterisca, y por esa razén no muestra aclividad éptica,
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La espectrofotometria de los senésidos A y B se basa en la hidrélisis
dcida de los sendsidos a los aglicones correspondientes que a su vez se oxidan,
La intensidad de la coloracién roja que se obtiene cuando estos se tralan con la
base Borato se pueds medir por espectrofotometria {23).

.

Cehyps-0 0 oK Eiyog-D (o o

O e

+20HyC00H ~————>

SSeH

-0 o+ ol
Cghyy0g ] )
on o

WO - -
cﬁllSD o o

" Sy -0
oon  ASLICONES
—* . OO
@ ;
—
Cehyy 05 0
1 o 6410

(41} o8 on [§3)

cCHO -0
05

Los aglicones de los sendsidos A y B (H1) reaccionan con la base boralo
segun:

80; + HI m===== HBOg¢ I
Por |a adicién de 4cido acético se neutralizan sucesivamente las dos bases
presentes en la disolucion:

BO; + HY —5 H;B0,

I+ WY — HI
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c) Solubilidad

Los sendsidos A y B son un complejo natural de glucésidos de
antroguinona que se encuentran en el sen, aislados de Cassia Augustifolia, como

sales de calcio. ;

Los principios activos del sen son derivados de la antroquinona, dentro de
los cuales se incluyen diantronas activas, sendsidos, redsidos, antroquinonas y

poliantronas.

La manufactura de medicamentos de!l sen se basa en la extraccién de una
fraccion activa de las hojas o frutos por medio de disolventes acuosos orgdnicos.
Los disolventes mds utilizados son metanol, etanol, acetona, isopropanol y

etermonoalquiletitenglicol, al 70% en agua.

La maceracién del producto naturai con metanol al 90%, seguida por

percolacion, produce una fraccién con 65% de la actividad original.

Después de la extraccion inicial, la mezcla resultante se concentra al vacio,
luego, los principios activos se precipitan con alcohol, éter o 1a mezcla de los
solventes.(12)

2. Accién Terapéutica y Far i6qi

p

Ef sena o sen pertenece al grupo antroquinona de purgantes y debe la

mayor parte de su actividad a dos glucdsidos conteniendo antranol que han sido
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nombrados Ay B. Ademas, se encuentran presentes otros principios incluyendo
un tercer glucdsido que refuerza la accitn de los senésidos (25). La farmacologia
del sena es examinada cuidadosamente por Abraham (26). Después de la
ingestién los sendsidos son absorbidos y pasan a la corriente sanguinea.
Después de ocurrir los cambios quimicos, los principios activos, las emodinas,
llegan al intestino grueso. Aqui, los movimientos propulsores son altamente

estimulados, causando asf un paso rapido de contenidos fecales.

La accién farmacolégica se ejerce directamente sobre los misculos ' lisos
del colon, produciendo 1a peristalsis de esa regién del lumen hacia el intestino.
La inhibicibn del transporte de sodio del lumen hacia las células, con la
comrespondiente retencién de agua en el lumen, ha sido propuesta como

mecanismo de accidn secundario {25).

Se ha reportado que los sendsidos A y B no tienen efecto sobre el colén
aislado de conejillos, proponiéndose que los sendsidos se hidrolizan "in vitro” a

los glucosidos y ésta sea la sustancia activa que produce la peristalsis, *

E! sen se ha utilizado con un 90% de éxito en supositorios y tabletas para
casos de estreflimiento de pacientes, el estreilimiento habitual, es asi, no una
“enfermedad"” como se entiende generalmente el término, y no hay pruebas de
que la movilidad de las colonias es anormal en personas que sufren de
estrefiimiento, lo cual es el resultado de una falla crénica para mover los

intestinos cuando el recto se encuentra cargado (24).

* PERISTALSIS: Son los movimientos del intesting
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a) Efectos colaterales no deseables del extracto del sen: como son
anorexia, nausea, cdlicos (movimientos intestinales sueltos),
consistencia de evacuacién suelta, vémito; estan atribuidos a una
sobredosis debida a la presencia de glucdsidos primarios y productos
de destruccién de los sendsidos, a menos que el cdlico sea el primer
sintoma de sobredosis en aparecer conforme |a dosis es aumentada
progresivamente, la aparicién de célicos sin otra prueba de sobredosis
contradice el punto de vista de "que la gran ventaja de prescribir una
preparacién uniforme de accidn laxante constante es que, una vez que
se decide la dosis para cada paciente, no debe haber célicos, puesto

que esto parece ser un sintoma de sobredosis" (25).



Il PLANTEAMIENTO
DEL PROBLEMA



- 28 -

11, PLANTEAMIENTO DEL. PROBLEMA

Debido a que la técnica de Cromatografia de liquidos de alta resolucién
(16) aplicada a el analisis de sensidos Ay B requiere equipo sofisticado y
reactivos de alta pureza, resuita ser un procedimiento costoso dado que
ambos resultan de un alto valor en el mercado de insumos para la industria

farmacéutica.

Los métodos espectrofotométricos son utilizados ampliamente .para
analizar senésidos A y B entre ellos se encuentran el de la Farmacopea Britanica
(21) o el que sefalan los autores Bernard y Christensen (23) pero son
excesivamente largos y poco préacticos ya que se requiere hacer reflujos y varias

extracciones durante su desarrollo.

Por lo cual se requiere de un método versatl que ofrezca confiabilidad,

rapidez de andlisisy costos mas accesibles.

Este trabajo pretende adecuar a las condiciones de laboratorio, el método
analitico establecido en fa U.S.P. XX ya que los excipientes empleados en la
forma farmacéutica tabletas interfieren en la cuantificacién, ademas el principio
aclivo es un compuesto fotosensible que reacciona con muchos compuestos
organicos, o que lo hace inestable, por lo que se tiene la necesidad de validar el
método analitico. De tal manera que se posea una garantia d.e que las tabletas
de senésidos Ay B que se fabriquen cumplan con las especificaciones y normas

de calidad establecidas por el sector salud.



11l OBJETIVO
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111 OBJETIVO

Adecuar y validar un método analitico para cuantificar senosidos Ay B en
la forma famacéutica (tabletas) por medio de un método espectrofotométrico en la

regién del visible determinando los siguientes parametros:

Linealidad del sistema
Linealidad del método
Precisién del método
Reproducibilidad del método
Exactitud del método
Especificidad del método

Para que finalmente éste pueda ser utilizado como método de control de

calidad de rutina en producto terminado.



IV HIPOTESIS
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IV. HIPOTESIS

Si los excipientes empleados en la forma farmacéutica (tabletas)
no interfieren en la cuantificacién y el principio activo no presenta
reacciones fotométricas; al determinar los cambios de absorbancia con
respecto al tiempo por el método espectrofotométrico de los sendsidos
A y B, se espera que el método sea véalido bajo las condiciones del
laboratorio y pueda ser utilizado como un método de control de calidad
de rutina.



V MATERIAL Y EQUIPO



A. RATERIALES

Matraces volumétricos
Pipetas vohumétricas
Vasos de precipitado
Probetas

Matracss de lodo (Ambar
con tapdn esmerilado).

Embudo de talle corto
Pipetas graduadas
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V. MATERIAL Y EQUIPO

DESCRIPCION

50,100 y 200 ml
1,2,3,4,5 y 10ml.
100 y 250 mi.

100 mi,

50 mlL
Mediano
3y5ml

(Todo el material de vidrio marca PYREX)

B. EQUIPO

Balarza Analitica
Balanza Gmm‘lana

Agitador Magnéiico

MARCA

Beuch & Lomb

Nod 18
Mod. 20100
1550 SD
No. 16
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C. PRINCIPIO ACTIVO Y EXCIPIENTES

Sendsidos Ay B
Sentsidos A y B (Estandar Secundario)

Avicel pH 101 (Grado U.S.P.)

Lauril Suffato de Sodio (Grado US.P.)
Cabo-sil (Grado US.P.)

Almidon de Maiz (Grado U.S.P.)
Polivinil Pirrofidina (Grado U.S.P.)

D. REACTIVOS

Acido Acético, RA.
Anhidrido Acélico, RA.

DESCRIPCION

(Representaciones
Mex América, S.A.)
{Representaciones
Mex América, S.A.)
Analizado por CODEBISA.
No. de Analisis 0312
Potencia 4.07%
Asfroquim, S.A. de C.V.
Astroquim, S.A. de C.V.
Chemical's

Probain

Quimicos, S.A. de C.V.

4T, Baker

J.T. Baker



VI DESARROLLO
EXPERIMENTAL
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Vi. DESARROLLO EXPERIMENTAL

A. PREPARACION DE PLACEBO

Se fabricaron "lotes placebo” (excipientes sin principio activo) de acuerdo
a la formula y procedimiento para tabletas de senésidos A y B establecido en los

laboratorios farmacéuticos.

El peso obtenido para cada tableta fué de 374 mg. + 5 mg. con una
friabilidad de no més del 0.2%.

B. TECNICA ANALITICA EMPLEADA

1.- Preparacién del Reactivo

Antes de usarse, calentar cuidadosamente sobre un bafio Maria una
mezcla de 15 g. de 4cido borico y 75 ml. de anhidrido acético, y agitar
constantemente hasta oblener una solucidn saturada, manteniendo la

temperatura entre los 50°Cy 70°C.

Dejar reposar y utilizar el liquido sobrenadante mientras esté entre los
5§0°C y 70°C.
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2. Preparacién del Estandar

Pesar aproximadamente 360 mg. del estadndar de referencia de los
sendsidos Ay B (equivalentes a 16 mg. de sendsidos como sales de calcio),
transferir a un vaso de precipitado de 250 ml. y adicionar poco a poco 75 ml. de
4cido acético glacial y mantener con calentamiento de 50°C - 70°C y agitacién

constante durante 15 minutos.

Enfriar y transferir a un matraz volumétrico de 200 ml. aforar con &cido
acético glacial, mezclar y dejar reposar para que las particulas no solubles

sedimenten.

3. Preparacion de la Muestra

Triturar 20 tabletas (placebo) hasta lograr un polve fine, pesar el
equivalente a 16 mg. de senésidos A y B (alrededor de 360 mg. de polvo fino)
transferir esto a un vaso de precipitado de 250 ml. Adicionar poco a poco 75 ml,
de é&cido acético glacial y mantener con calentamiento (50°C - 70°C) y agitacién
constante durante un periodo de 15 minutos, enfriar y transferir a un matraz
volumétrico de 200 ml. aforar con &cido acético glacial, dejar reposar para que
sedimenten las particulas no solubles, filtrar y eliminar los primeros 20 ml. del

filtrado.
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4. Procedimiento

Transferir por separado 3 ml. de cada una de las soluciones (estandar y
muestra) y 3 ml. de 4cido acético glacial como blanco a matraces de lodo
(dmbar), adicionar a cada matrdz 7 ml. de &cido acético glacial y 10 ml. de
reactivo y mezclar, tapar los matraces y calentar a 100 + 2°C por 25 minutos,
enfriar y determinar la absorbancia de las soluciones a una longitud de onda de
5§74 nm.

NOTA: Ya que es demasiado inestable el compuesto formado, es necesario
protegerlo de la luz durante 1a determinacidn de la absorbancia y

hacerlo antes de 15 minutos.

C. VALIDACION

Los pardmetros analiticos para la validacién del método fueron evaluados
de la siguiente manera:

1.- Linealidad del sistema

Se determiné construyendo una curva de calibracién; concentracién vs,
respuesta medida (absorbancia) de una misma solucion estéﬁdar de sendsido A
y B utilizando cinco diluciones preparadas a partir de ésta solucidn patron y se

hizo el andlisis por duplicado para cada dilucitn.
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En estas diluciones se incluyd la concentracion seleccionada como 100%,

probando una serie de concentraciones entre el rango de 2 a 12 meg/ml.

2. Linealidad del Método

Se determind con placebos cargados del principio activo, cada uno de
manera independiente a tres diferentes porcentajes de concentracion (60%, 100%
y 120%) de sendsidos A y B tomando como 100% a 16 mg. que es el 'valor

estipulado en e! marbete.
3. Precisién.

a) Repetibllidad. Se determin6 con los mismos datos establecidos

para linealidad del método.

b) Reproducibilidad. Se llevd acabo con dos analistas, en dos dias

diferentes realizando 3 determinaciones por analista.

Se trabaj6é de manera independiente partiendo de una muestra homogénea
del producto con una concentracién al 100% (16 mg.) de sendsidos A y B

correspondienta a la concentracidn estipulada en el marbete.
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4. Exactitud del Método

Se determind analizando 6 placebos cargados con la concentracién al
100% (16 mg.) de sendsidos A y B correspondiente al valor del 100% estipulado

en el marbete.

5. Especificidad ante Exclpientes.

Se determiné valorando mediante el método propuesto; por duplicado tres

tipos de muestra: 1) placebo (excipientes), 2) placebo adicionado (excipientes

més estandar) y 3) patrén de referencia.



VIl RESULTADOS
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VIl. RESULTADOS

a. Linealidad del Sistema.

TABLA No. 4
ABSORBANCIA DE CINCO DILUCIONES DE UNA
SOLUCION PATRON DE SENOSIDOS A y B ESTANDAR

Diluiren 100 m| Concentracién Absorbancias Promedio de,
Volumenes megimi Obtenidas Absorbancias
15 125 0.8 081 0.8
12 10.0 0.65 066 0.65
9 7.5 0.5 051 0.5
8 5.0 0.25 0.26 0.25
3 2.5 0.15 0.16 0.15

De la tabla No.4 se obtuvieron los siguientes resultados bajo un

tratamiento estadistico utilizandose las férmulas descritas en el apéndice.

PARAMETROS ESTADISTICOS

ORDENADA AL ORIGEN (b) :10.04507
PENDIENTE (m) 0.0680
COEFICIENTE DE CORRELACION (r) 0.9932
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B. LINEALIDAD DEL METODO ANALITICO

TABLA No. 5
RESULTADOS OBTENIDOS PARA DETERMINAR
LA LINEALIDAD DEL METODO ANALITICO ESPECTROFOTOMETRICO
PARA CUANTIFICAR SENOSIDOS A y B.

POR CIENTO POR CIENTO
ADICIONADO RECUPERADO
120 120.74
120 120.74
120 118.60
100 98.64
100 100.69
100 100.69
60 59.36
60 69.36
60 61.27

De la tabla No. 5 se obtuvieron los siguientes resuitados, bajo un

tratamiento estadistico utilizandose las férmulas descritas en el Apéndice.

PARAMETROS ESTADISTICOS

ORDENADA AL ORIGEN (b) 0.0075
PENDIENTE (m) 0.9999
COEFICIENTE DE CORRELACION (r) 0.9999
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LINEALIDAD DEL METODO ANALITICO
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a. Intervalos de Confianza para la pendiente y ia ordenada al origen

Infervalo de confianza para (m)
0.9664 <0.999 < 1.04955

Intervalo de confianza para (b)
5.7227 < 0.0075 < 5.6999

b. Prusba estadistica de contraste de hip6tesis para la pendiente t-estudent.
Ho m=1
Ha m=1
a = 0.05
ttab = 23

fcalc= 0.004

Area de aceptacién de Ho : (tap = 23 ~tygpn= 2.3)

c. Prueba estadistica de coniraste de hipdtesis para {a ordenada al origen
t-estudent.

Ho b = [}
Ha : b = ]
a = 0.05

ttab = 23

t calc = 27719 X 104



L ag -
Area de aceptacién de Ho = (tap = 23 =ty = 23

E! método se considera lineal, puesto que el anélisis estadistico demostré
que la pendiente puede considerarse como 1 (uno) y la ordenada al origen puede
considerarse como cero. Adem_és los parametros del punte a. cumplen con los

criterios estadisticos de acaptacion.



- 49 -

C. PRECISION DEL METODO ANALITICO

1. REPETIBILIDAD

TABLA No. 6

PORCENTAJE DE RECUPERACION DE PLACEBOS CARGADOS
A DIFERENTES NIVELES DE SENOSIDOS A y B

PORCENTAJE PORCENTAJE PORCENTAJE
ADICIONADO RECUPERADO DE RECOBRO
120 120.74 100.61
120 120.74 100.61
120 118.6 98.71
100 98.64 98.64
100 100.69 100.69
100 100.69 100.69
€0 59.36 98.93
60 59.36 98.93
60 61.27 102.11
a. Evaluacién estadistica de la precisién de! método.
PARAMETROS ESTADISTICOS °
MEDIA R 99,991
DESVIACION ESTANDAR D.E. 1.162
COEFICIENTE DE VARIACION C.V. 1.474
VARIANZA POBLACIONAL g2 1.222
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. Célculos de precision.

Tenemos una:

X =99.99

§ = 1.15235
Como Ho< 1.5

Ha> 1.5
Con a = 0.05%

y grados de libertad n-1=9
Asl tenemos una:

X7 célculo = 7. 5427
xR tablas = 17.535

Area de aceptacién

Xi2cleulo = X2 tablas
7.5427 < 17.535

Por lo tanto se acepta Hg y se concluye que el método es preciso teniendo
una variacién menor def 1.5% porciento.
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2. PRECISION DEL. METODO

TABLA No. 7
PORCENTAJE DE RECOBRO DE MUESTRAS HOMOGENEAS
DEL PRODUCTO CON UNA CONCENTRACION AL 100%.

ANALISTA/DIA 1 2
98.9 98.5
1 100.5 1011
100.3 96.9
101.8 97.9
2 100.7 100.0
101.5 98,

1. Evaluaci6n estadistica de la reproducibilidad

MEDIAX = 98.77
D.E. = 1.444
cv = 1.4473

a, Prueba de contraste de hipétesis F (Fisher)
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Evaluacién del efecto entre analistas

Ho = No hay diferencia en el por ciento de recobro obtenido entre
analistas.
Ha = Existe diferencia en el por ciento de recobro obtenido entre
analistas.
‘TABLA No. 8
ANALISIS DE VARIANZA
Fuente Grados Suma Media “F" “F"
de de de de de Célculo de Tablas
Varlacién Libertad Cuadrados | Cuadrados «z0.05
Analista 1 8.4983 8.4983 1.6768 532
Dia 1 1.9983 1.9983 0.3942 5.32
Analista-Dia 1 1.14 1.14 0.2249 5.32
Error 8 40.55 5.068 — ——
Regla de declsidn;

Si F calculada < F de tablas no se rechaza H, y por lo fanto no existe

diferencia en loé porcentajes de recobro obtenidos por cada anafista. Sin

embargo si F calculada > F de tablas, se rechaza H, y entonces existe diferencia

en los porcentajes de recobro obtenidos por los analistas,
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Debido a que 1.6768 < 5.32, no se rechaza H, y se considera que no
existe diferencia significativa en los porcentajes de recobro obtenidos por los

analistas.

b. Evaluacién de! efecto entre los dias sn que se realizé la determinacién.

H, = No hay diferencia en el porcentaje de recobro obtenido en los
diferentes dias.
H, = Si hay diferencia en el porcentaje de recobro obtenido en los
diferentes dias.
Regla de decisién:

Si, F calculada < F de tablas, no é;(iste diferencia en los porcentajes de
recobro obtenidos entre el primero y segundo dia en que se realizaron las
determinaciones; pero si, F calculada > F de tablas, existe efecto en los
porcentajes de recobro obtenidos entre e primero y segundo dia en que se

realizaron las determinaciones,

Como se obtuvo, 0.3942 < 5.32, No se rechaza Ho, por lo que se
considera que no existe efecto por parte del dia en el que se realizaron los

andlisis.
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¢. Evaluacién del efecto entre Analistas y Dias en que fue realizado el

andlisis,

H,: No hay diferencia en los porcentajes de recobro obtenidos por los

analistas en dias diferentes.

H,y Existe diferencia en los porcentajes de recobro obtenidos por los

analistas en diferentes dias.
Reglas de decision:

Si F calculada < F de tablas no existe diferencia significativa por los
porcentajes de recobro obtenidos por los analistas en diferentes; por lo contrario
si F calculada > F de tablas existe diferencia significativa en los porcentajes de

recobro obtenidos.

Dado que se obtuvo 02249 < 5.32 no se rechaza H, por lo que se
considera que no existe efecto ni por parte de! dia ni de los analistas que

realizaron el andlisis.
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D. EXACTITUD DEL METODO

TABLA No. 9
PORCENTAJE DE RECOBRO DE PLACEBOS
DE SENOSIDOS Ay B AL 100.00%.

PORCENTAJE ADICIONADO PORCENTAJE DE RECOBRO
100 99.19
100 99.19
100 99.19
100 101.21
100 101.21
100 101.21

1. EVALUACION ESTADISTICA DE LA EXACTITUD DEL METODO.

Media X = 100.2%
Desviacién

Estandar DE = 1.1063
Coeficiente

de variacion CV = 11

u

Intervalo IC
de confianza

(89.20 -101.24)
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a. Prueba de contraste de hipétesis t - estudent

Ho = u = 10000%
Ha = p= 100.00%
t calculada = 04428

t detablas = 2.3

Area de aceptacion de Ho:
(tof = 2.3 — t .02 =2.3)
a = 0.05%

El método se considera exacto al 100%, puesto que cumple con los

criterios de aceptacion correspondientes.
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E. ESPECIFICIDAD

TABLA No. 10
RESULTADOS DE LA ESPECIFICIDAD PARA SENOSIDOS Ay B

MUESTRA ABSORBANCIA
Patron de 0.462
referencia 0.461
Placebo 0.428
cargado 0.425
Placebo 0.007
0.006

De los resultados de la tabla anterior se obtiene una interferencia de los

excipientes equivalentes al 1.5%.
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VIll. ANALISIS DE RESULTADOS

El método espectrofotométrico establecido en la U.S.P. XX para cuantificar
Sendsidos A y B, en la forma farmacéutica de tabletas se adecud a las
condiciones de (aboratorio, debido a que los excipientes de la formulacién
interferfan en la cuantificacion, esté fue resuelto eliminandolos durante la fase de

filtrado.

Ademas durante la determinacién, el tiempo de reaccitn fue de 15 minutos
antes de la lectura al espectofotdmetro; porque se detectaron reacciones
fotométricas al determinar los cambios en la absorbancia con respecto at tiempo,

por lo que fue necssario proteger a él compuesto de [a luz.

Para determinar la confiabilidad del método de analisis propuesto se valido
el mismo primeramente a través de [a estimacion de la linealidad del sistema, el
cual, en nuestro caso lo representaban las lecturas de absorbancia obtenidas en
el espectrofotdmetro; se hizo una curva estandar con un rango de concentracion
de 2-16 meg/ml, que demostrd ser directamente proporciona! a la relacién de meg
adicionados y absorbancia obtenida, esto se evalud con respecto al estandar
obteniendo una pendiente diferente a 0 de 0.068 ya que las variables manejadas
fueron distintas, la cormelacién obtenida fue aproximadamente igual a 1 de
0.9932
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Se dice que un método de andlisis es lineal si su representacién grafica se
aproxima a una linea recta, su coeficiente de correlacion se aproxima a uno, la

pendiente a uno y su coeficiente de variacion es menor ai 1.5%.

En la medicion de la linealidad del método, como se puede observar en la
tabla No. 5 se obtuvo una pendiente con valor muy cercano a 1 de 0.999, una
ordenada al origen con un valor préximo a 0 de 0.0075 y un coeficiente de
correlacién casi igual a 1 de 0.9982, estos nos indica que la respuesta entre los

mg agregados y los mg encontrados es lineal a las concentraciones trabajadas.

En cuanto a la repetibilidad se utilizaron {os resultados de la tabla No. 6 la
evaluacién estadistica y el estadigrafo de contraste nos indica que el método es
preciso debido a que ;2 calculada, es menor que y;2 de tablas. Se observa que la
desviacién estandar de 1.2%, es menor al 2 % por lo que el método analitico

posee una variacion en sus recobros menor al 2%.

La reproducibilidad, se evaludé probando a través de un disefio
completamente al azar para los factores analista (A)) y dia (D). Cada uno de los
tratamientos fué evaluado mediante el andlisis de lotes independientes con tres
replicaciones por tratamiento y trabajando a la concentracidn estipulada .en el
marbete al 100%. El andlisis de varianza correspondiente mostré no presentar
efecto significativo para el analista ni para el dia y no existié tampoco efecto por
la interaccion dia-analista por lo que se puede considerar el método propusesto

como reproducible.
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Para la prueba de exactitud del método analitico se llevo a cabo la
preparacion de placebos cargados con el equivalente al 100% de principio activo
en la tabla No. 7 se evalué con el porcentaje recuperado, por medio de la
evaluacion estadistica y comparando con el estadigrafo de contraste 1 de
estudent, el método es exacto por ser menor t cajc, que t 1ap, s demostrd que la
media de recuperacién es equivalente al 100%, empleando un nivel de

significancia de a =0.05

Para la especificidad frente a excipientes se hicieron placebos y placebos
cargados, y se trataron junto a un patrén de referencia como lo indica la técnica
analitica. Los resultados indican una interferencia de los excipientes de el 1.5%,
por lo que el valor no se considera significativo por ser un método para control de

calidad. En pruebas de rutina, como producto terminado.
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CONCLUSIONES

El método analitico espectrofotométrico para cuantificar Senésidos Ay 8
en la forma farmacéutica de tabletas de 1a U.S.P. XX que se adapt6é a las
condiciones de trabajo existentes en el laboratorio, fue valido, a través de la
evaluacion de los siguientes parédmetros:

1) linealidad del sistema

2) linealidad del método

3) exactitud

4) precision  (repetibilidad y reproducibilidad)

5) especificidad.

Este dltimo pardmetro se realizé frente a excipientes, por lo que se pueds
utilizar sélo como método de control de calidad en producto terminado, bajo las

mismas condiciones de trabajo empleadas en la validacién del método.

De el procesamiento y evaluacién estadistica de los resuitados obtenidos
se concluye que el método es en los rangos de concentraciones lrabajadasl
Lineal, Preciso, exacto y especifico. Obteniendose la comprobacién de la
hipétesis planteda y base para la realizacién de !a investigacién realizada y cuyos
resultados se presentan en el interior del presente trabajo cumpliendo asi el doble
objetivo de contribuir al buen desarrollo y desempeiio de las actividades
empresariales en el campo de la Industria Farmacéutica Nacional, a la vez de
realizar el trabajo de titulacion.
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ANEXO

1. Significado de los términos estadisticos empleados

a. Contraste de hip6tesis,

Ho Hipotesis nula

Ha Hipdtesis alterna

r Prueba estadistica de contraste *Chi" cuadrada
F Prueba estadistica de contraste "F* Fisher
t-estudent  Prueba estadistica de contraste "E” student

gl Grados de libertad

a Nivel de significancia

b. Regresién lineal

b Ordenada al origen

m Pendiente

r Coeficiente de correlacién

r Coeficiente de determinacién
X, Variable indgpendiente enésima
Yo Variable dependiente enédsima



c. Términos estadisticos

oV Coeficiente de variacién
X% Media arnitmética de! porcentaje de recobro
Ic Intervalo de confianza
OE Desviacitn esténdar
n Nimero de datos

2, Célculos requeridos para obtener los datos de los pardmetros de

validacién y sus criterios estadisticos de aceptacién,

a. Linealidad del sistema

Célculos requeridos X, XY, 2Y2, R XY, DE

m = n(3XY) - (¥X} (EY}
n (@) - ()2
b = EY-m (E)
n
r = nIXY - (X} (ZY)

(B - (599 n(zY?) - (zV))7

cv = DE_*10¢
X%



DE = n-X%)2
n

Criterio si el sistema cumpla con las siguientes condiciones sera lineal:
CV < 1.50%
R > 099
R? > 1.00
=1.00
b =000
b. Precisién del sistema. criterio de aceptacion:
Cv <1.5%

c.. Exactitud al 100%.

PR = _Cantidad recuperada * 100
Cantidad adicionada

PR = Porcentaje récuperado

X % =3PRn
n

PR n = Porcentaje recuperado enésimo



0 = (BsnRpy e
. n

a). Intervalo de confianza

IC = X% +tafy DE m'?2

Donde:

X% = Media del porcentaje recuperado

toss = Valor teérico del estadigrafo de contraste con una probabilidad
acumulada de 0.975

n = Nimero de dalos

b} Coeficients de variacién

CV =_DE_* 100
X%

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

Hou = 100.00%. La media del porcentaje recuperado es igual al 100%

Hau = 100.00%. La media del porcentaje de recobro es diferente def
100%



Estadigrafo de contraste:

tcalo=X%-u
DE/ ()12

Donde:
tcalc = valor calculado del estadfgrafo de contraste
X% = Media poblacional del porcentaje de recobro
DE = Desviacibn esténdar
] = Media poblacional
n = Ndmero de dalos
ttab = Valor tedrico del estadigrafo de contraste a un nivel de

significancia de 0.975 con n -1 grados de libertad.

Criterios de aceptacién: Si el método cumple con lo siguiente se llamara

‘fineal.

+ Elintervalo de confianza para la media debe incluir al 100.00%
+ El coeficiente de variacién < 3.0%
+ El promedio de recobro debe estar en el intervalo de 97.0% - 103.0%

+ En la prueba de contraste de hipétesis para la media t calc <t tab.




d. Precisién del método (repetibilidad)

1) Por medio del coeficiente de variacién

CV. = DE_* 100
X%
Donde:
DE = Desviacién estandar del porcentaje recuperado
X% = Media aritmética del porcentaje recuperado

2) Por medio de la prueba de contraste de hip6tesis x2.

Ho o2 < 3.0 %. Lavarianza es menor o igual al 3.9%
Ha ¢2 > 3.0 %. Lavarianza es mayor del 3.0%

Estadigrafo de contraste.

x2calc = (n-1) DE2
o?

Donde:

z2calc = Valor calculado del estadfgrafo de contraste

n = Nimero total de datos
DE2 = Varianza del porcentaje de recobro
o? = Varianza poblacional

x2tab = Valor tedrico del estadigrafo de contraste con una probabilidad



acumulada de 0.975 y n - 1 grados de libertad.
Criterio: Si el método cumple con lo siguiente se llamara repetible.
+ El coeficiente de variacién < 3.0%
+ El promedio de recobro debe encontrarse en un intervalo de
97.0% - 103.0%
+ El valor del estadigrafo de conlraste calculado debe encontrarse
en el intervalo:
22 of2 < 22 €AIC £ 324 op tablas
e. Precision del método (reproducibilidad)

1) Por medio del coeficiente de variacién

CV = DE *100
X%

2) Por medio de la prueba estadistica de contraste de hip6tesis F.

Esta prueba se erﬁplea para establecer la fuente de variacién del métado,

pero constituye un requisito minimo dentro de 1a validacion.

La prueba se aplica para el caso particular de! andlisis de dos analistas en

dos dfas diferentes y con tres replicaciones cada uno.



El modelo hipotético es el siguiente:

Yige= 1+ ADHE (i)

Donde:
Yix =
p =
Al
Dj =
E(if)
a

d

r

El ensayo de la sustancia de interés de la k-ésima muestra

analizada por el i-ésimo analista en el j-ésimo dia.

Media poblacional del ensayo de la sustancia de interés en la

muestra.
= Efecto del analista en el ensayo (donde i

=i.a)

Efecto del dfa analizado en el analista (donda j =1 ... d)

= Error del método analitico (donde j=1 ...d)

= Numero de analistas (donde a = 2)

= Nuimero de dias (donde d = 2)

= NGmero de replicaciones (r = 3)

Procedimiento



'1) Tabular los resultados de acuerdo al siguiente formato:

Analista 1 Analista 2
Yi11 Y221
Dia 1 Y112 Y212
Y13 Y213
Y121 Y221
Dia 2 Y122 Y222
Y123 Y223

Célculos preliminares.

1. Calcular la suma de las combinaciones analista-dia (Yij)

Y11 = Y111 + Y112 +
Yi2 = Y129 + Y122 +
Y13 = Y211 + Y212 +
Y4 = Y221 + Y222 +

2. Calcular la suma para cada analista (Yi)

Y1 = Y11 + Y¥12 + Y113 +

Y113
Y123
Y213
Y223

Y121 + Y122 + Y123

Y2 = Y211 + Y212 + Y213 + Y221 + Y222 + Y223

3. Calcularla suma total (Y...)’

Y. = Yi. + Y2,



4. Calcular la suma del cuadrado de cada analista en cada dfa
IEY2) = (Y11.)2 + (Y12)2 + (Y21.)2 + (Y22.)2
5. Calcular la suma del t;uadrado de cada analista en cada dia
(EY.)2 = (Y1.)2 + (Y2.)2
6. Calcular la suma de cada datp elevado al cuadrado.
ZIEYZik = (Y111)2 + (Y112)2 + . + (Y222)2 + (Y223)2

7. Calcular la suma de los cuadrados del analista (SC,). efecto del
factor analista, con la sigulente férmula:

SC .= EVAL. Y2

dr adr
8. Calcular la suma de los cuadrados del dia analizado cn el analista
{SCd).

SC4=I(Yi2 _  E(VpR
r

=



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

féormula:

SC, = SEEYZy  _  ILYy
T

El modelo para el andlisis de varianza es:
Vig = B+ A + D)+ (AD)y + By

El criterio de aceptacion se muestra enseguida:

fv. _g41 §C M.C Fcal F tebrica

Analista Ai a-1 SCA SCA/gIA | MCA/MCE | F de tablas
para
a = 0.05

Dia di b-1 SCD SCD/gID | MCD/MCE | g1=18
Interaccion | ab-a-b+1 SCAD | SCAD/gIAD | MCAD/MGE

ADy v

Error
Experimental |  abr-ab SCE SCE/glE

Ejiy

TABLA V. Tabla de andlisis de varianza

Este es el modelo para un andlisis de varianza con dos variables (analista
y dia) , empleando un sistema completamente al azar con factores independientes

o cruzados.



Criterios. Si el método cumple con lo siguiente se llamara reproducible.

+ El coeficiente de variacién z 3.0 %

+ En la prueba estadistica de contraste de hipétesis (ANADEVA) se debe

cumplir:

Fa < F gla, gld, 0.05
Fa < F gld. gle, 0.05

Fd < F gld. gle, 0.05

f. Linealidad del método,

El método es reproducible por los analistas.

El método analitico es reproducible en distintos
dias por un mismo analista.

E! método analitico es reproducible en

distintos dias por un mismo analista.

1) Pruebas estadisticas para cantidad adicionada vs. cantidad recuperada.

Calcular m, b, r, 2, CV, R. como en Ia linealidad del sistema.

2). Prueba de contraste de hipdtesis para la pendiente.



Estadigrafo de contraste:

t calc. = {m-M) {DEy/x) (n-1)-172
X

tcalc = valorcalculado del estadigrafo de contraste
m = Pendiente de la recta

M = Valor tedrico de la pendiente

n = Numero de datos

DEyx = Desviacion esténdar

a) Intervalo de confianza at 95%.

m=t,,__ DE
DE x (r%{-a‘i)'"Z
Donde:
m = Pendiente de la recta

t o2 = Valor tedrico del estadigrafo de contraste con n - 2 grados de
libertad y una probabilidad acumulada de o/2.

DEx = Desviacl6n estandar

n Nudmero de datos

3) Contraste de hipdtesis para la ordenada al origen

Ho : a = 0 Elvalordelaordenada al origen es cero

Ha : a = 0 Elvalordelaordenadaal drigen es diferente de cero.



Estadigrafo de contraste:

tealc = b-B
DE y/x (Ex2)y¥2/nE(Xi - X)2

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

a) Intervalo de confianza al 95.0%.

b=t DE y (EX2)¥2In E(Xi - X2

Donde:
b = QOrdenada al origen calculada
tap = Valor tedrico del estadigrafo de contraste con n - 2 grados de
libertad y probabilidad acumulada de /2
n = Numero de datos

Criterios de aceptacién:

Curva de linealidad; cantidad adicionada vs cantidad recuperada.



m=1

b =0
T =089
2 =098
CV = 3.0%

R = 95.0% - 103.0%
2) Prueba de contraste de hip6tesis para la pendiente
La pendiente de larecta se considera con valor 1 sk
tcalc t(0.975, n-2 gi)
tcalc t(0.995, n2 gl)
Para intervalo de confianza al 95%
El intervalo de confianza debe incluir al valor 1

3) Prueba de contraste de hipétesis para la ordenada al origen.

La ordenada al origen de la recta de regresién se considera con valor de

cero si:

tcalc t(0.975, n-2 gl)
tcalc t(0.995, n-2 gl)

Para el intervalo de confianza al 95%

Elintervalo de confianza debe incluir el valor cero,
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