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1. Introduccion.

1.1. Objetivos.

Objetivo general:

Determinar de manera experimental la confiabilidad del método para cuantificar
Mebendazol en formas farmacéuticas soélidas por espectrofotometria de Ultravioleta-
Visible.

Objetivos particulares:

Demostrar experimentalmente que el método de analisis propuesto cumple con los
parametros de validacion establecidos.

Analizar las posibles causas de no conformidades generadas por el método analitico
como parte del proceso de validacion del método analitico.

1.2. Justificacion.

El presente trabajo surge de la necesidad de asegurar que la metodologia que se
emplea para la cuantificacion de mebendazol en formas farmacéuticas solidas es
apta para el fin creado. Al asegurar que dicho procedimiento es apto se cumple con
un requerimiento para la implementacién del sistema de calidad 1SO 9000.

La determinacion de mebendazol por UV-Vis es la alternativa mas rapida, eficiente y
econdmica para la valoracibn de este principio activo en diversas formas
farmaceéuticas solidas siempre y cuando éste cumpla con los requerimientos de
validacién propuestos.



1.3. Marco tedrico.

1.3.1. Validacion de métodos analiticos.

1.3.1.1. Concepto de validacion de métodos analitic  os.

La validacibn de métodos analiticos tiene por objeto proveer de informacion
experimental documentada y trazable de que un método analitico sirve para lo que
fue creado.

1.3.1.2. Validacién de métodos analiticos y orden|  egal.

La industria farmaceéutica, al igual que en otros giros, estd sometida a las reglas del
mercado, que imponen unas exigencias de calidad sin las cuales un determinado

producto no seria utilizado por los consumidores.

La Validacion de Métodos Analiticos estd justificada con base a las siguientes
referencias:

Reglamento de Insumos para la Salud, en su Titulo Segundo, Insumos, Seccién
Primero, Caracteristicas y Condiciones Sanitarias, Art. 15

«Los Establecimientos que se destinen a la fabricacion de Insumos, llevaran el
control analitico de éstos. Dicho control debera incluir:

lll. La validacién de las técnicas empleadas.»
Norma Oficial Mexicana NOM-059-SSA1-1993 Buenas préacticas de fabricacion para
establecimientos de la industria quimica farmacéutica dedicados a la fabricacion de
medicamentos.

«9.11. Validacion

9.11.3 Los métodos analiticos deben ser validados, de acuerdo con lo
establecido en el apartado 9.12 " control del laboratorio analitico”.

9.12. Control del laboratorio analitico.
9.12.3 Se debe contar con métodos de analisis validados para producto

a granel, producto terminado y materia prima en caso de no aparecer en
cualquier farmacopea internacional ni en la FEUM. »



Proyecto de Norma Oficial Mexicana PROY-059-SSA1-2004, Buenas Practicas de
Fabricacién para el Establecimiento de la Industria Farmacéutica dedicados a la
fabricacion de medicamentos.

«14. Validacion
14.1 Politica.

...Todas las instalaciones, equipos, sistemas criticos y computacionales (que
impacten en la calidad del producto) deben estar calificados y los métodos de
limpieza y analiticos deben validarse al inicio de la operacion y terminados
antes de la liberacion de un producto... »

Entre otras regulaciones, como la Norma Oficial de Mexicana NOM-164-SSA1-1998,
Buenas Practicas de Fabricacion de Farmacos.

«16. Controles de laboratorio e inspeccion.

16.1.5. Validacién de métodos analiticos utilizados por la empresa, no
farmacopeicos o farmacopeicos que tengan desviaciones frente a la
farmacopea de referencia. »

Actualmente, existen diversas razones adicionales a aquéllas de caracter obligatorio
por las cudles se validan métodos analiticos, entre ellas estd, la certificacion 1SO
9000, la cual establece que los métodos analiticos deben validarse.

1.3.1.3. Clasificaciéon de métodos analiticos.

De acuerdo a la ICH Q2A (International Conference on Harmonisation of Technical
Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use) existe cuatro tipos
de métodos analiticos mas comunes para procedimientos analiticos que deben ser
considerados para su validacion.

-Métodos para pruebas de identificacion. Estos métodos pretenden asegurar la
identidad de un analito en una muestra. Esta generalmente se determina mediante la
comparacion de una propiedad de la muestra con el estandar de referencia.

-Pruebas cuantitativas para contenido de impurezas y las pruebas limite para el
control de impurezas. Ambas pruebas aseguran las caracteristicas de pureza de la



muestra. Diferentes caracteristicas de validacion se requieren para un método
cuantitativo de impurezas como para una prueba limite.

-Pruebas cuantitativas para la determinacion del contenido de activo(s) en muestras
de producto terminado. Los métodos analiticos para la determinacion del contenido
de activo pretender medir el mayor componente del principio activo en el producto
terminado. Las mismas caracteristicas de validacion pueden aplicarse también a las
pruebas asociadas con otros procedimientos analiticos (Por ejemplo, pruebas de
disolucién).



1.3.2. Fundamento de espectrofotometria UV-Vis.

1.3.2.1. Fundamentos mecanico — cuantico de la espe ctrofotometria
ultravioleta— visible.

Desde hace afios se ha usado el color como ayuda para reconocer las sustancias
guimicas; al reemplazar el ojo humano por otros detectores de radiacion se puede
estudiar la absorcion de sustancias, no solamente en la zona del espectro visible,
sino también en ultravioleta e infrarrojo.

Se denomina espectrofotometria a la medicion de la cantidad de energia radiante
que absorbe un sistema quimico en funcion de la longitud de onda de la radiacion, y
a las mediciones a una determinada longitud de onda.

La teoria ondulatoria de la luz propone la idea de que un haz de luz es un flujo de
cuantos de energia llamados fotones; la luz de una cierta longitud de onda esta
asociada con los fotones, cada uno de los cuales posee una cantidad definida de
energia.

Principios generales.

La region del espectro electromagnético que corresponde a las transiciones que
involucran a electrones de la capa de valencia se extiende por longitudes de onda de
100 a 1000 nm (regiones ultravioleta-visible e infrarroja cercana).

La region por debajo de 200nm, conocida como Ultravioleta lejano, presenta
caracteristicas que hacen complicada su utilizacion:

1. — En esta zona absorben las moléculas que componen el aire, lo que hace
imprescindible trabajar con equipos al vacio (de aqui el nombre alternativo de la
region: Ultravioleta de vacio).

2. - Los materiales usuales para la construccion de componentes Opticos (celdas,
lentes, elementos dispersivos), el cuarzo y el vidrio, absorben fuertemente en esta
zona. Se requiere trabajar con otros materiales, menos versétiles y mas costosos
(LiF, CaF,, zafiro, utilizables hasta 115, 125 y 140 nm respectivamente).

3. -Los solventes absorben fuertemente en esta region. Los hidrocarburos saturados
pueden usarse hasta 170 nm, los hidrocarburos perfluorados hasta 150nm.

4. - La sensibilidad de los detectores es generalmente baja.



5. - La absorcion en esta zona es poco selectiva. Casi todos los compuestos
presentan absorcion en esta region.

La region entre 200 y 400nm, llamada Ultravioleta cercana, es de gran utilidad en la
determinacion estructural de insaturacién conjugada, aromaticidad o de ciertos
grupos insaturados con pares electronicos libres (carbonilo, nitro, etc.), sin presentar
los serios inconvenientes del Ultravioleta de vacio. Se requieren materiales épticos
de cuarzo si se quiere acceder a la zona de longitudes de onda inferiores a 350nm,
mientras que el vidrio es utilizable en el resto de la regidén Ultravioleta cercana y toda
la region visible.

La region Visible, de 400 hasta cerca de 800nm, es la Unica del espectro
electromagnético detectable por el ojo humano. Las transiciones que se presentan en
esta zona corresponden a transiciones electronicas de muy baja energia. Todos los
compuestos coloreados absorben selectivamente en esta regién. Los compuestos
fuertemente conjugados y ciertos complejos de metales de transicion absorben
significativamente en la region. Ciertas transiciones electronicas pueden presentarse
a longitudes de onda superiores a 800nm pero estas no son comunes en los
compuestos organicos.

Caracteristicas de las bandas de absorcion enlare  gion Ultravioleta-Visible.

Las transiciones electrénicas en moléculas se presentan en forma de bandas, con
modificacion simultanea de los niveles de energia vibracionales y rotacionales. En
moléculas pequefias en fase gaseosa es posible observar la estructura fina
vibracional de las bandas electronicas con estructura rotacional no bien resuelta. En
moléculas mas complejas la multiplicidad de los niveles vibracionales hace que el
gran numero de transiciones de similar energia produzca bandas de absorcion
continuas sin estructura fina vibracional evidente. Esto es también lo usual cuando se
registran los espectros de absorcién UV en fases condensadas (soluciones, solidos).

Las principales caracteristicas de una banda de absorcion son: posicién del maximo,
intensidad y anchura.

La posicion de una banda, dada por el maximo de absorcion, depende de la energia
de la transicion (relacion de Bohr) y se reporta usualmente como Amax /nm 0 humero
de onda maxv/cm™.

La intensidad de una banda de absorcion puede expresarse como absortividad molar
en el maximo o mas correctamente como intensidad integrada. Esta intensidad
depende del cuadrado del momento dipolo de la transicion (cambio en la distribucion
de cargas eléctricas durante la transicion). Se producen absorciones intensas cuando



una transicion es acompafiada por un gran cambio en la distribucion de cargas (maxe
del orden de 10%, por otra parte las transiciones con pequefio cambio en la
distribucién de cargas producen débiles bandas de absorcién (maxe del orden de 10?
o inferiores). Dados los valores tipicos de las absortividades molares en el UV, es
comn trabajar con soluciones de concentraciones 10°a 10°mol L™.

La anchura de una banda de absorcion electronica depende del nimero e intensidad
de los componentes vibracionales de la transicion correspondiente. La distribucion de
intensidades entre los componentes vibracionales de una transicion electrénica
depende de los cambios en la geometria de equilibrio del Principio de Franck.

Terminologia

Resulta conveniente definir algunos términos usuales en espectroscopia UV-Vis que
tienen en parte origen en antiguas teorias sobre el origen del color de las sustancias,
estas son de gran utilidad para comprender la técnica analitica en la cual se basa
dicho escrito.

Grupo cromoforo: grupo covalente insaturado que origina bandas de absorcion
electrénicas (-1 ). Ejemplos tipicos son los grupos vinilo, carbonilo, fenilo, nitro.

Grupo auxoécromo: grupo saturado (generalmente conteniendo pares electronicos
libres) que unido a un cromoforo altera tanto la posicidon como la intensidad de la
banda de absorcion de éste. Auxécromos tipicos son los grupos —OH, -NH,, -ClI, -Br,
-CHjs.

Efectos batocromico e hipsocromico: desplazamientos del maximo de absorcion de
una banda a mayores o menores longitudes de onda respectivamente, debido a la
introduccion de un sustituyente, cambio de solvente o pH o cualquier otra causa.

Efectos hipercromico e hipocrémico: incremento o decremento de la intensidad de
una banda de absorcién debido a la introduccion de un sustituyente, cambio de
solvente o pH o cualquier otra causa.



Aspectos Cuantitativos de las Mediciones de Absorci on
Ley de Beer.

Consideremos un bloque de materia absorbente (soélido, liquido o gas). Un haz de
radiacion monocromatica paralelo con intensidad I, Vo' @reviaurasl “jiaga al bloque
perpendicular a la superficie; luego pasa a través de la longitud b del material, que
contiene n particulas absorbentes (d&tomos, iones o moléculas), la intensidad del haz
disminuye a I, como resultado de la absorcion.

Consideremos ahora una seccion transversal del blogque que tiene un area S (X x Y)
y un espesor infinitesimal dx. Dentro de esta seccion hay dn particulas absorbentes;
asociada a cada particula podemos imaginar una superficie en que ocurrira la
captura del foton. Esto es, si un fotén alcanza una de esas areas por casualidad,
ocurrira inmediatamente la absorcion. El area total de esas superficies de captura
dentro de la seccion se designa ds; la relacion del area de captura al area total es
ds/S.

En un promedio estadistico, esta relacion representa la probabilidad para la captura
de fotones dentro de la seccion.

La intensidad del haz que entra en la seccién, Iy es proporcional al nimero de
fotones por cm? y por segundo, y dix representa la cantidad removida por segundo
dentro de la seccion, la fraccion absorbida es entonces -dIx/Ix y esta relacion también
es la probabilidad promedio por captura. El término tiene signo negativo para indicar
gue la intensidad del haz disminuye.

Recordemos que ds es la suma de las areas de captura para cada particula dentro
de la seccidn; puede ser por eso proporcional al nimero de particulas ds = a dn;
siendo dn el numero de particulas dentro de la seccién y a una constante de
proporcionalidad, que se puede llamar seccion transversal de captura. Considerando
las ecuaciones e integrando de 0 a n

1 dll ne-d
-, I. = gs :



Queda como,

5

0

Luego de convertir los logaritmos a base 10 e invirtiendo la fraccion para cambiar de
signo, se obtiene:

-1

I,
log—=———"_
I 2303-S
Siendo n el numero total de particulas dentro del bloque.
La seccion transversal S se puede expresar en terminos del volumen del bloque en
cm?y su longitud b en cm, entonces S = V/b
Sustituyendo en la ecuacion anterior, da:

I a-n-b
log— =

=1 2303V

Se nota que n/V tienes las unidades de concentracidn (esto es numero de particulas
por cm?®), se puede convertir a moles por litro.

El nUmero de moles es

n particulas

6,02 x10% particulas/mol

y ¢ expresado en mol/l:

n 1000 em®/1
————molx——
6,02 107 Vlem® ]



Combinando:

_ 6,02x10% -a-b-c
! 2.303-1000

Finalmente, las constantes de esta ecuacion se pueden reunir en una unica
constante: €

I,
log I =g-b-c=A

Absortividad y Absortividad Molar.

La absorbancia es directamente proporcional a la longitud del camino b a través de la
solucién y la concentracion ¢ de la especie absorbente. Estas relaciones se dan
como:

A=a-b-c

Siendo a una constante de proporcionalidad llamada absortividad. La magnitud de a
dependera de las unidades empleadas para b y c. A menudo b es dada en términos
de cm y ¢ en gramos por litro, entonces la absortividad tiene unidades de I-g™*-cm™.
Cuando la concentracion se expresa en moles por litro y la longitud de la celda en
centimetros, la absortividad se llama absortividad molar, se designa como ¢ y tiene
unidades de I-mol™-cm™, entonces la absorbancia es:

A=¢b-c

Denominamos espectro de una sustancia a la representacion de absorbancia (A) en
funcion de longitud de onda (A), éste grafico presenta ondulaciones con maximos y
minimos. Para hacer las determinaciones cuantitativas se elige, en general, la
longitud de onda correspondiente a un maximo, pues el error de medicién es minimo
y la sensibilidad méxima. Para verificar el cumplimiento de la ley de Beer, se debe
realizar la curva de calibracién; absorbancia (A) en funcion de concentracién (c), para
lo cual se preparan soluciones de la sustancia de concentraciones conocidas y se
mide la absorbancia a la longitud de onda elegida.
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1.3.2.2. Instrumentacion analitica de medicién. Pro  ceso de cuantificacion.

Los instrumentos utilizados para el estudio de la absorcion o emisién de la radiacion
electromagnética como funcién de la longitud de onda, son llamados Espectrometros
o mas frecuentemente Espectrofotometros. Los principios épticos y electronicos
empleados en los instrumentos son los mismos para espectroscopia UV, Visible o IR,
sin embargo hay ligeras diferencias en componentes especificos del instrumento
para cada region del espectro electromagnético.

Los componentes esenciales de un espectrofotometro son:

1. Una fuente estable de energia radiante.

2. Un sistema de lentes, espejos y aberturas (Slits), que definan, colimen (hagan
paralelo) y enfoquen el haz de radiacion y un monocromador que separe la radiacion
de bandas estrechas de longitud de onda.

3. Un componente transparente a la radiacion que contenga la muestra.

4. Un detector de radiacion o transductor que recibe la sefial de radiacion
electromagnética y la convierte en una sefal eléctrica de magnitud proporcional a la

intensidad de la radiacion recibida.

5. Un sistema amplificador que produzca o genere una sefial eléctrica mucho mayor
a la sefial recibida.

6. Un sistema de lectura tal como: Una escala de aguja, un registrador, un sistema

de digitos o una computadora, que transforme la sefial eléctrica en una sefial que el
operador pueda interpretar.

1
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Esquema 1. Diagrama interno de un espectrofotometro de UV-Vis.

Fuentes de radiacion.

Estas consisten de materiales que son excitados a niveles de mayor energia, por
medio de descargas eléctricas de alto voltaje o por calentamiento. Cuando los
electrones del material regresan del estado excitado al estado basal, emiten energias
caracteristicas correspondientes a AE, la diferencia en energia entre el estado basal
y el estado excitado.

Una fuente de radiacion ideal, seria aquella que emitiese un espectro de igual
intensidad sobre la region de interés, sin embargo la intensidad de ésta varia con la
longitud de onda. Si el voltaje que suministra energia eléctrica a la fuente varia, la
intensidad en la relacion emitida por ésta fuente también se altera, y esto afecta las
lecturas las cuales son efectuadas a intervalos. En instrumentos de doble haz la
radiacion que emerge de la fuente es dividida en dos:

El haz de referencia y el haz de muestra. El transductor, el cual recibe las dos

sefiales compensa por los efectos de variacion de voltaje o de intensidad en la fuente
misma cancelando de ésta manera los efectos inherentes a la misma. Las fuentes de

12



radiacion utilizadas en espectroscopia son continuas o de lineas. Las primeras tienen
amplio campo de aplicacion en métodos espectroscépicos basados en absorcion
molecular.

Fuentes de radiacion ultravioleta.

Las lamparas de hidrégeno y deuterio son las fuentes mas comunes de radiacién UV.
Estas consisten de un par de electrodos en un tubo de vidrio con ventanas de
cuarzo, y que ademas contiene hidrégeno o deuterio gaseoso. Cuando se aplica un
alto voltaje a los electrodos, ocurre una descarga de electrones, lo cual excita las
moléculas de gas y éstas pasan a niveles energéticos superiores. Cuando los
electrones de los atomos del gas regresan a su estado basal emiten radiacion, la
cual es continua en el rango de 180 a 350 nm.

Para UV es posible también utilizar la [ampara de xendn, la cual emite una radiacion
mas intensa, sin embargo ésta no es tan estable como la lampara de hidrégeno y de
deuterio, ademas de que emite radiacion visible lo cual interfiere en las aplicaciones
en espectroscopia UV.

Monocromadores.
Como se indicé anteriormente, las fuentes de radiacion emiten en forma continua
sobre n determinado rango de longitudes de onda. El uso de bandas angostas de

longitudes de onda de radiacion tienen las siguientes ventajas:

a) La radiacién en bandas angostas permite la resoluciéon de bandas de absorcion
que son muy cercanas entre si.

b) Con bandas angostas un pico puede ser medido a su maximo de absorcion
incrementando asi la sensibilidad.

c) Las bandas angostas de absorcion tienden a seguir en mayor aproximacion la Ley
de Beer.

Con la finalidad de resolver el haz policromético en bandas angostas de longitudes
de onda se emplean filtros y monocromadores.
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Filtros.

Los filtros y monocromadores son utilizados para obtener radiacién de un rango
angosto de longitudes de onda (radiacion casi monocromatica). Los filtros son
materiales de un vidrio especial, el cual contiene sustancias que le dan color al vidrio
y que absorben una parte de la radiacién y transmiten otra. Estos filtros transmiten
radiacion en anchos de bandas de 20 a 50 nm aproximadamente.

Todos los monocromadores tienen:
- Una abertura de entrada.
- Unos lentes colimadores o un juego de espejos para producir un haz paralelo
de radiacion.
- Un prisma o rejilla como elemento de dispersion.
- Un elemento de enfoque, el cual proyecta una serie de imagenes sobre una
superficie plana (el plano focal).

Adicionalmente, la mayoria de los monocromadores tienen ventanas en las aberturas
de entrada y salida para proteger los componentes del monocromador del polvo y los
humos corrosivos que puedan existir en el ambiente.

Prismas.

El prisma, tal y como se ha mencionado con anterioridad separa la radiacion
policromatica en bandas angostas y a diferentes angulos. Para dirigir la radiacion de
longitud de onda seleccionada a la abertura de salida (slit) se hace girar el prisma por
medio de un mecanismo acoplado para este fin.

Materiales del Prisma. El material del que estd hecho el prisma debe ser
transparente a la radiacion utilizada y un excelente medio dispersor. Para el UV
pueden ser utilizados prismas de silice o de cuarzo.

Rejillas.

Las rejillas como medio de dispersion de la luz son muy superiores a los prismas. En

los instrumentos mas modernos y de mejor calidad la rejilla de difraccion han
sustituido casi por completo el uso de los prismas como monocromadores.
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Lentes y espejos.

La radiacién es colimada y enfocada por lentes y espejos. ElI material de los lentes
debe ser por supuesto transparente a la radiacion utilizada.

Recipientes de muestra.

Las muestras para espectroscopia UV, Visible o IR pueden ser liquidas o gaseosas.
Para UV es necesario utilizar celdas de cuarzo, ya que el vidrio absorbe radiacion
UV; para Visible pueden utilizarse cuarzo o vidrio comun. Las celdas en UV y Visible
pueden ser cilindricas o cuadradas, y se prefieren éstas Ultimas por tener mejor
Optica. Las celdas deben de estar marcadas para que el paso del haz de radiacion
sea siempre en el mismo lugar de la celda y de ésta manera compensar por
imperfecciones épticas en las paredes de la celda.

El solvente de la muestra, la cual es responsable de la absorcidén de la radiacion,
debe disolver completamente la especie y ser transparente a la regién que se esta
estudiando.

Sistemas de deteccion.

Los detectores modernos general una sefial como resultado de los fotones que
llegan y chocan con él. Esta sefial activa una aguja, envia una sefial digital a un
microprocesador y/o activa un graficador.

El ruido, como ya se ha mencionado anteriormente, se refiere a una sefial de fondo
generada por la vecindad del instrumento con otros aparatos y/o por cambios
mismos en el sistema electronico en el detector.

Un buen instrumento debe reunir los siguientes requerimientos:

a) El ruido debe ser minimo para que no interfiera con la sefal recibida.
b) El tiempo de respuesta debe ser corto.

c) Debe ser estable durante un largo periodo de tiempo.

d) La sefial percibida debe ser facilmente amplificada.

Los fotones con radiacion de longitud de onda en visible y UV, poseen suficiente
energia para causar la fotoeyeccion de electrones cuando chocan en superficies que
han sido tratadas con compuestos especificos.
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La absorcion de estos fotones también puede causar que los electrones que se
encuentran en la banda no conductora pasen a la banda de conduccion, si el material
sobre el que inciden los fotones es un semiconductor. Ambos procesos general una
corriente eléctrica que es directamente proporcional al pode radiante de los fotones
absorbidos. Los detectores que utilizan este sistema se denominan detectores m
fotoeléctricos y son clasificados como fototubos y celdas fotovoltaicas.

Amplificacion y lectura de la sefial.

La sefial electronica generada por un detector de radiacion, debe ser convertida a
una sefial que el operador del instrumento pueda leer e interpretar facilmente.

Amplificadores.

Un amplificador toma una sefial de entrada del detector y por medio de una serie de
procesos electronicos produce una sefial de salida que es mucho mayor a la de la
entrada. El factor de amplificacion que es llamado “la ganancia del amplificador”, es
la relacion entre la sefial de salida y la sefial de entrada.

Sistema de Lectura.

Una vez que la sefial de energia radiante ha sido trasformada en una sefial eléctrica
y amplificada posteriormente, dicha sefial pasa a un sistema de lectura.

En algunos equipos, la sefial eléctrica amplificada se procesa para darle movimiento
proporcional a una aguja, la cual indica la absorbancia o trasmitancia registrada, en
una escala que contiene el aparato. En esta escala, la absorbancia tiene como
limites de 0 a infinito, mientras que la transmitancia varia de 0 a 100%; la escala de
absorbancia es logaritmica y la de transmitancia es lineal.

Ruido.

El factor limitante final en la precision y sensibilidad de cualquier método analitico
instrumental, es la presencia de extrafia seflales no deseadas que se sobreponen a
la sefial generada por la substancia determinada analiticamente estas extrafias
sefiales son llamadas RUIDO, siendo derivada la terminologia de la radioingenieria,
donde la presencia de dichas sefiales es reconocible en forma audible (estatica).
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Fuentes de ruido.

El ruido esta asociado con cada componente de un instrumento, esto es: la fuente, el
transductor, el procesador de sefial, y el sistema de lectura.

Adicionalmente el ruido generado por cada uno de estos componentes puede ser de
diferentes tipos y generado de diferentes formas. Por lo tanto, el ruido observable es
una mezcla compleja de sefiales indeseables, el cual no puede ser totalmente
caracterizado. El ruido instrumental puede ser dividido en cuatro categorias
generales: el ruido Jonson o ruido térmico; el ruido por golpeteo de electrones; el
ruido Flicker y el ruido ambiental.
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1.3.3. Criterios para evaluar los pardmetros de des

método.

Validacion de sistema.

empefio del sistema y del

PARAMETRO DE
FUNCIONAMIENTO

METODOLOGIA

CRITERIO DE ACEPTACION

Precision

A partir de una solucién stock, preparar por

sextuplicado el nivel del 100%.

El coeficiente de variacién no debe ser mayor
al 1.5% o no debe ser mayor a la amplitud de
los limites de especificacion entre 4.

Linealidad

A partir de una solucién stock, preparar una curva con 5

niveles de concentracion por triplicado.

r2= Coeficiente de determinacién = 0.98

IC(B1)= Intervalo de confianza para la
pendiente: no debe incluir el cero para la
repuesta analitica.

Estabilidad de la Muestra

A partir de una solucion stock, preparar por triplicado el
nivel del 100%, tomar la lectura y guardar las muestras
a dos condiciones de temperatura (ambiente y

refrigeracién) por 24 horas.

di <2%.

Validacién del método.

PARAMETRO DE
FUNCIONAMIENTO

METODOLOGIA

CRITERIO DE ACEPTACION

Especificidad

Someter al placebo al método analitico.

El placebo no debe interferir en la
determinacion del activo
Un método que es exacto y lineal, por definicion
es especifico al placebo analitico.
Si la sefial no se ve modificada por el placebo,
el método es especifico

Exactitud y Repetibilidad al 100%

Preparar placebo cargado al 100% por
sextuplicado y someter al método analitico

Exactitud : IC debe incluir 100% 6 el
promedio del % de recobro debe estar incluido
en el intervalo del 98.0-102.0%

Para la repetibilidad del método el valor de CV

< a2.0%

Linealidad

Preparar placebo
cargado al 80, 100 y 120% por triplicado

r2= Coeficiente de determinaciéon = 0.98
IC(B1)= Intervalo de cnfianza para la pendiente:
debe incluir la unidad
IC(Bo)= Intervalo de confianza para la
ordenada: debe incluir el cero
CV<a2%

Precision Intermedia

Analizar dos quimicos en dos dias una muestra
homogénea de producto terminado por
triplicado

CV<sa2%

Estabilidad Analitica de la muestra

Procesar por triplicado una muestra
homogénea. Fraccionar cada una de las
preparaciones de acuerdo a las condiciones de
almacenaje de interés (ambiente y
refrigeracion). Proseguir el analisis de cada una
de las fracciones al termino de cada condicién

de almacenaje (después de 24 h)

di 2%
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1.3.4 Propiedades generales del mebendazol

Actividad terapéutica Mecanismo de accion Farmacocinética

. . R El mebendazol es poco absorbido desde el tracto gastrointestinal.
Inhibe la sintesis microtubular en

los nematodos, deteriorando asi de
manera irreversible la captacion de
glucosa.

Es metabolizado en el higado, eliminado por la bilis como metabolito y en parte
inalterado y se excreta en las heces. S6lo alrededor del 2% de la dosis se excreta
inalterada o como metabolito en la orina.

Actividad antihelmintica de amplio espectro

Descripcion Formula Nombres alternativos peso Clase de
principio activo fisicas de su empirica sinénimo’s Molecular compuesto Solubilidad
estado sélido (g/mol)
Insoluble en:
agua, etanol,
Mebendazol Polvo, blanco a C16H15N503 Carbamato de metil-5-benzoil- 295 3 280 - 290 °C Bencimidazol cloroformo,
amarillo. 2-bencimidazol ' sintético éter.

Muy soluble en
acido férmico.

Estructura quimica del Mebendazol.

0
P N
!
b,
* N 0




1.3.5. Polimorfismo del Mebendazol.

El polimorfismo se define como la capacidad de una sustancia de existir en dos o
mas fases cristalinas que tienen diferentes arreglos y/o conformacién de las
moléculas en el cristal, lo que repercute en sus propiedades fisicoquimicas, ademas
de requerir diferentes condiciones y pardmetros de formulacion, proceso y
estabilidad, tanto del farmaco como de los excipientes.

Generalidades del polimorfismo.

Los polimorfos presentan las mismas propiedades en estado liquido o gaseoso, pero
se comportan de forma distinta en estado solido. Las substancias sélidas se pueden
describir por su apariencias externa (conocida como habito cristalino) o por su
estructura interna (como cristal o amorfo). En estado soélido, los atomos de una
moléculas pueden arreglarse en una de sietes formas cristalinas fundamentales:
triclinica, monoclinica, ortorrémbica, tetragonal, trigonal, hexagonal o cubica. El
estado amorfo es caracteristico por “cristalizar” en desorden, en un sistema
aleatorio, relacionado con el estado liquido. Existen dos tipos de polimorfismo:
enantiotropico y monotropico; en el caso de los polimorfos monotropicos, la transicion
exotérmica solido — sdlido de la forma metaestable a la estable solo ocurre en una
direccion y no es reversible; sin embargo en los polimorfos enantiotropicos esta
transicion es reversible. Se presenta pseudopolimorfismo cuando, al cristalizar la
substancia, incluye de manera estequiométrica el disolvente con el que entro en
contacto (Illamado solvato), siendo el agua el disolvente mas usado en los productos
farmacéuticos, formandose normalmente hidratos. El disolvente se puede incorporar
en el cristal durante el proceso de cristalizacion, liofilizacion, granulacion
recubrimiento, secado o durante el almacenamiento. La incorporacion de la (S)
molécula(s) del disolvente en la red cristalina modifica la celda unitaria del cristal con
respecto al cristal anhidro, generando un solvato con propiedades quimicas
diferentes

La nomenclatura de los polimorfos no existe un sistema internacional convencional,
sin embargo, una manera de denotar la forma polimorfita de mas alto punto de fusién
es utilizando el numero romano |, esta es generalmente la mas estable y la menos
soluble, y las diferentes formas menos estables en el orden decreciente de su
temperatura de fusion se denominan con los numeros Il, 1ll, etc. otra clasificacion es
de acuerdo con el orden de descubrimiento de la forma cristalina empleando también
letras griegas (alfa, beta, etc) denotando alfa a la primera forma descubierta. Este
ultimo sistema se ha utilizado particularmente para &cidos grasos, alcoholes y
ésteres.



Debido a que las diferentes formas polimorficas presentan propiedades diferentes,
estas pueden afectar en gran medida los andlisis rutinario, tales como pruebas de
disolucion y desintegracion, que estan, fuertemente asociadas a las propiedades
intrinsecas de los activos en las diversas formas farmacéuticas sélidas orales.

1.3.6. Importancia veterinaria del Mebendazol.

Los parasitos en general son el principio de innumerables problemas debido a los
efectos que provoca en el ganado. Existe una competencia por los nutrientes con el
hospedador, una destrucciéon o transformacion de tejidos dentro del hospedador,
efectos de toxinas, venenos y secreciones, asi como una interferencia mecanica.
Uno de los efectos mas importantes es la inmunosupresion. Esta puede venir
provocada como consecuencia de la patologia provocada por el parasito, o bien
como consecuencia de un sistema inmunosuprimido de una estimulacion continua de
distintos antigenos.

La incidencia de parasitésis pulmonares en ovinos, también Ilamadas
bronconeumonias verminosas es medianamente alta en nuestro pais y afecta
mayoritariamente a animales en extensivo 0 semiextensivo.

El descubrimiento hecho por Brown y colaboradores (1961), de que tiabendazol
poseia actividad potente contra neméatodos gastrointestinales, fue el punto de partida
para obtener bencimidazoles como antihelminticos de amplio espectro contra
parasitos de importancia en la medicina veterinaria y clinica. Entre los cientos de
derivados probados, los que mayor utilidad terapéutica y el que nos compete, son
aguéllos que tiene modificaciones en las posiciones 2 y 5 o en ambas del anillo del
bencimidazol; varios de éstos compuestos entre ellos el mebendazol han sido
utilizados ampliamente en la erradicacion de la helmintiasis humana.
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Disefio experimental.

2.1. Metodologia.

2.1.1. Descripcidn del Procedimiento del Método Ana litico para la cuantificacion
de Mebendazol en formas farmaceéuticas solidas por e  spectrofotometria de
Ultravioleta — Visible.

Preparacion de la muestra.

(Por triplicado) Para la determinacion del contenido de principio activo, tomar una
tableta, pulverizar en un mortero de porcelana y pesar cuantitativamente en un vaso
de precipitado el equivalente a 10mg por tableta, posteriormente agregar 5ml de
acido acético glacial, y dejar en agitacion por un periodo de 10minutos. Trasvasar
cuantitativamente a un Matraz Erlenmeyer de 50ml y aforar con alcohol Isopropilico.
Medir la absorbancia de la muestra a una longitud de 311nm.

Preparacion del estandar de Referencia.

Pesar el equivalente a 10mg de Mebendazol, transferir cuantitativamente a un vaso
de precipitado y adicionar 5mL de acido aceético glacial, y dejar en agitacion por un
periodo de 10minutos. Trasvasar cuantitativamente a un Matraz Erlenmeyer de 50mL
y aforar con alcohol Isopropilico. Medir la absorbancia de la muestra a una longitud
de 311nm.

Preparacion del blanco de reactivo.

Tomar 0.6ml de &cido acético glacial y adicionar a 50ml aforando con alcohol
Isopropilico. Leer al igual que la muestra y estandar de referencia a una longitud de
311nm.



2.2. Control de Producto Terminado.

Una vez que se tiene el producto terminado se debe realizar un control de éste para
verificar que todos los pardmetros estan conforme a lo especificado y estar seguros
gue el producto que serd empleado en animales se encuentra en Optimas
condiciones de uso.

Si al realizar el control en éste caso, del andlisis del contenido de activo en el
producto terminado y se encuentra algun parametro no conforme, es conveniente
que el personal del laboratorio redna la evidencia necesaria para justificar que el
producto no cumple con los criterios de aceptacion establecidos.

Al realizar el control se deben considerar las metodologias correctas para llevar los
diversos analisis de un producto terminado y seguir el orden de adicién de reactivos y
manipulacién del producto terminado como lo indica el procedimiento.

Si se ha presentado una no conformidad, es decir, cuando no se cumplen con los
estandares y criterios de aceptacion, se puede comenzar el analisis de la no
conformidad con ayuda de herramientas para el control de calidad propuestas por
Ishikawa en 1976.

Para el estudio de las causas de una no conformidad se toma como referencia la
emision de los resultados analiticos que son empleados como criterios de
aceptacion, por lo que dada su importancia y trascendencia, éstos deben ser
confiables, por lo tanto, plantearse las distintas situaciones en las que el método
puede perder confiabilidad, nos provee informacion rapida de si el proceso de
analisis o el (los) proceso (s) anteriores a él, son los que presentan posibles no
conformidades.

Se eligio un diagrama de Ishikawa que nos permite visualizar en forma rapida, todas
las causas raices que pueden originar una pérdida en la confiabilidad y capacidad
predictiva del método analitico.



Diagrama de Ishikawa para productos fuera de especificacion.

Modificar PNO’s
Métodos Proceso

Validacién Cambio de excipientes,

fabricacion
Tratamiento Sistemas de Cambio er{ Cambio de proveedores de
deteccién formulacion. insumos
Especificidad ]
R Producto Terminado fuera
Fechas de » de especificacion.
Mantenimiento Capacitacion caducidad
preventivo del del personal o Cantidad
equipo Contaminacion
cruzada
Q,0Q (» Representativo
Maquinaria Personal Muestreo

(*) IQ Calificacién de Instalacion, OQ Calificacion de Operacién.

2.3. Plan de Prueba experimental para la evaluacion  de la Linealidad y Precision del Sistema.

A partir de una solucion estandar de referencia prepara una curva con 5 niveles de concentracion por
triplicado.

Concentracion
. Volumen a ug de . de la solucién
) Concentracion estandar en | Alicuota | Concentracion . No. de Volumen
Nivel (%) preparar . Estandar de . ;
(ng/mL) cada (mL) obtenida . replicas requerido
(mL) Referencia
matraz
(Hg/mL)
50 5,0 50 250 1 7,0 3 3
75 7,5 100 750 3 7,5 3 9
100 10,0 50 500 2 10,0 250ug/mL g 12
125 12,5 100 1250 5 12,5 3 15
150 15,0 50 750 3 15,0 3 9
Volumen total de Solucién Estandar de Referencia
necesario (mL) : 48 mL
Por duplicado: 96 mL
Redondeado. 200 mL
Estandar a pesar. 250mg

Volumen del diluente requerido: 1500mL



Estandar de Mebendazol

Lote:
Pureza:

440102-OW

99,56%

Esquema de dilucion para la Solucién Estandar de Referencia.

50 mg Mebendazob—— > 200 mL [250 pg/mL]

NOTA: El nivel al 100% se prepara por sextuplicado ya que se emplearan tres de
ellos para la linealidad del sistema y los 6 para la precision del sistema.

2.4 Plan de Prueba Experimental para la Evaluacion
repetibilidad .

Linealidad del método, exactitud y repetibilidad al 100%.

de la Exactitud y

Concentracion | Cantidad a Pr|er|p|0
. Activo por No. de
Nivel (%) |(mg/mg preparar - .
adicionar replicas
Tableta) (mg)
(mg)
0.266 75 20 3
0.333 75 25 6
0.400 75 30 3 Unidad
Cantidad necesaria de principio activo: 300 mg
Cantidad necesaria de 900
placebo mg



2.5. Plan de Prueba experimental para la Estabilida d de la muestra.

A partir de una Solucion Estandar de Referencia, preparar por triplicado el nivel del
100%, tomar la lectura y guardar las muestras a dos condiciones de temperatura:
ambiente y refrigeracion por 24 hrs.

Temperatura ambiente: 19° C por 24 hrs.

Temperatura de refrigeracion: 7° C por 24 hrs.

Para la exactitud y repetibilidad al 100% se utilizaran los seis placebos cargados al
100%.

2.6. Plan de Prueba experimental para la evaluacion  de la Precision Intermedia.
Con un producto terminado aprobado dos quimicos analizaran en dos dias una
muestra homogénea por triplicado.

2.7. Plan de Prueba experimental para la evaluacion  de la Especificidad.

Se someterd el placebo, el estdndar y producto terminado a condiciones variadas de
temperatura (Temperatura ambiente, a 19°C y 7°C) por 24 horas y se reanalizaran

para determinar que el placebo, las impurezas y productos de degradacién, si
existieran, no deberan interferir en la determinacion del activo.



3. Criterios de Aceptacion.

3.1. Precision del sistema

El coeficiente de variacion no debe ser mayor al 1.5% o0 no debe ser
mayor a la amplitud de los limites de especificaciéon entre 4

3.2. Linealidad del Sistema

El coeficiente r* debe ser por lo menos de 0.98

El intervalo de confianza para la pendiente, no debe incluir el cero.

El intervalo de confianza para la ordenada al origen determina solo para
sistemas en los cuales la respuesta: es directamente proporcional a la
concentracion o cuando a concentracidn cero, la respuesta es cero.

El intervalo de confianza para la ordenada al origen, debe incluir el cero.

3.3. Exactitud y Repetibilidad al 100%

IC debe incluir 100% 0 el promedio aritmético del porcentaje de recobro
debe estar incluido en el intervalo del 98.0% - 102.0 %

La repetibilidad del método el valor de C.V. debe ser <2.0 %
3.4. Linealidad del Método

El coeficiente r* debe ser mayor a 0.98
La pendiente de la recta debe ser estadisticamente igual a uno
La ordenada al origen debe ser estadisticamente igual a cero

3.5. Precisién Intermedia

EICV <3%
No mayor a una magnitud preestablecida, acorde a la especificacion del
analito en la muestra.

3.6. Especificidad

Si el método es exacto y lineal, el método es especifico

Si la sefal analitica no se ve modificada por el placebo, el método es
especifico.

Un analisis espectral en un intervalo de longitud de onda adecuado, no
debe presentar ninguna impureza traslapada con el principio activo.



4. Resultados.

4.1. Especificidad.

Se realizé un barrido en el rango de 200 a 400nm, para observar los maximos
de absorcion correspondientes al Mebendazol.

Placebo: No presenta interferencias analiticas en el rango de estudio.
Estandar de Mebendazol: Presenta una Amax 311nm.

Muestra

Resultados.

Placebo del producto terminado.

El placebo no presenta sefial analitica

Estandar de Mebendazol.

Presenta un maximo de absorcién a 311nm.
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Espectro 1. Barrido en la regién Ultravioleta del estandar de Mebendazol de una longitud de

200 a 400nm, en un Espectrofotémetro UV-Vis DU-65, Marca Beckman. Absorbancia vs
longitud de onda (nm).
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Espectro 2. Barrido en la regién Ultravioleta del placebo analitico del producto terminado de
Mebendazol de una longitud de 200 a 400nm, en un Espectrofotometro UV-Vis DU-65, Marca
Beckman. Absorbancia vs longitud de onda (nm).



4.2. Precision del Sistema.

RESPUESTA DE LA
CANTIDAD ADICIONADA SOLUCION DE
[mcg/mL] REFERENCIA
(ABSORBANCIA 311nm)
9,96 0.4960
9,96 0.4970
9,96 0.4890
9,96 0.4900
9,96 0.4880
9,96 0.4890
2y = 2.9490
Sy = 1.4495
n= 6
Media = 0.4915
S = 0.003937
Ccy = 0.80%
El CV. No excede el 1.5%




4.3. Linealidad de Sistema.

CONCENTRACION ABSORBANCIA

TEORICA (RESPUESTA) rx= 150
(MG/ ML) Yy= 7.209
Nivel 1. 5,0 0,2440 Sxl= 1563.75
50% g,g g,gggg Yy = 3.892203
© y s _

. = 77.9845
Nivel 2. 8 75 0,3640 2 g
75% S 7,5 0,3640 b= 0.1518

2 7.5 0,3550 . '
Nivel 3. S 10,0 0,4900 = - 1.95306
100% L 10.0 0.4740 COEFICIENTE DE
8 100 0.4890 rI%IIETERMINACION 0.996296
Nivel 4. = 12,5 0,6080 '
0,
125% 2 12,5 0,6000 INTERVALO DE CONFIANZA
= 12,5 0,5880 .
: PARA LA PENDIENTE:
Nivel 5. S 15,0 0,7260
0,
150% 12’8 8’;128 S, = 0.35633179
’ ’ Sb, = 0.0288643
[0,975.13 = 2160
IC (b)= -0.08945
-0.21414
Gréfica de concentracion vs respuesta (Absorbancia)
0.8
0.7 1
g 0.6 1
o 0.5
™
T 04 /
8 03 —
3 0.2
Qo
< 0.1 -
5 7.5 10 12.5 15
y =0.0398x + 0.2022 N
R? = 0.9999 Concentracion [ pg/mL]




4 4. Estabilidad analitica del estandar.

Contenido del analito en %
Tiempo de almacenamiento
24 horas a
Muestra Inicial 24 hrs a Temperatura
(Vo) Temperatura de
Ambiente (y;) | Refrigeracion
(¥2)
1 103,63 100,47 100,89
2 103,83 101,52 101,52
3 102,15 102,78 102,78
Zyo 309.6
Zy, 304.77
Zy, 305.19
No 3
ng 3
n, 3
Yo 103.2
V2 101.59
y2 101.73
Id, | 161 El valorgﬁxcede el
Id,| 147 El valor no excede el

2,0%




4.5. Precision del Método.

PLACEBO CANTIDAD CANTIDAD
0,
ADICIONADO ADICIONADA RECUPERADA || % DE RECOBRO
(mg) (mg)
1 25,2 25,64 101,74
2 24,9 25,59 102,77
3 25,1 25,01 99,64
4 24,8 25,01 101,85
5 25,7 25,74 100,15
6 25,5 25,43 99,72
zy 605,682
n 6
y 100,94
S 1,31
cVv 1,29 El CV no es mayor del 2,0%
Loorsis = 2,571
101.125 El.intervalo incluye el valor del
IC (1) 7

98,31

100%




4.6. Exactitud, repetibilidad y linealidad de métod o.

CANTIDAD CANTIDAD %
ADICIONADA | RECUPERADA | RECUPERACION
1 20,3 20,69 101,92
2 20,3 20,69 101,92
3 20,6 20,33 98,69
4 25,5 26,01 102,0
5 25,8 26,27 101,84
6 26,5 26,17 98,75
7 31,5 31,63 100,41
8 31,5 31,37 99,60
9 30,1 31,11 103,35
n 9
X 2321
Iy 234,281 INTERVALO DE CONFIANZA
Ixy 6214,5561 PARA LA PENDIENTE
x° 6157,19
zy? 6273,94 t 0.975,7 2.365
b, 1.0065 Sb1 0,0387
bo 0,07392 Suy g,gﬁg
IC (By) 0,8617
El intervalo incluye la unidad.
COEFICIENTE DE
0,9915

DETERM%NACION
r

INTERVALO DE CONFIANZA
PARA LA ORDENADA

MEDIA x 25.788
Sho 0.9774
2.838471
IC (Bo) -2.237631

El intervalo incluye al cero.

Media y 26.03
CV y/x 1.8804

El valor no excede el 2,0%




Cantidad adicionada contra cantidad recuperada

35

> /
25

20 /

15

10

5 4

Cantidad Recuperada

0

y=5.35x + 15339
R®=0.9993

25.9 31
Cantidad Adicionada




4.7 Precision Intermedia.

Producto terminado

Fecha de Elaboracién: 01 JUNIO 2006
Fecha de Caducidad: 30 JUNIO 2010

ANALISTA | ANALISTA
1 2
} OFB
FECHA DIA QFB Sadl | 554 | is
J!mgnez Reza
Jiménez Navidad
VALORACION
10,089 10,215
35)e|A383t60 1 10,089 10,594
10,278 10,236
31 de 10,825 9.8364
Agosto del 2 10,636 10,110
2006 10,846 10,236
zy 123,99
n 12
¥ 10,332
Sy2 1282,25
S 0.3185
cVv 3,0% EICV =3,0%




4 .8. Estabilidad analitica de la muestra

24 hrsaT 24hrsaT
Muestra Inicial (yo) ambiente ambiente
(y1) (y2)
1 108,04 108,25 110,14
2 107,83 106,36 107,62
3 109,09 108,46 109,72
Vo 324,96
Zy, 323,07
2y, 327,48
No 3
Ny 3
n, 3
Yo 108,32
V1 107,69
Y2 109,16
[ dy | 0,63
| da | 0,84

El valor no excede el

2,0%

10



5. Conclusiones.

Se validé el método analitico para la determinacion del contenido de Mebendazol
en tabletas de 500mg por Espectrofotometria UV-Vis.

El método analitico para la cuantificacion de Mebendazol en formas farmacéuticas
sélidas por espectrofotometria de Ultravioleta — Visible es especifico, ya que no
existe interferencia de los excipientes y reactivos analiticos a una longitud de 311nm.

El método analitico es lineal en un intervalo de concentracién de 80 al 120% de la
concentracion de activo.

El método analitico es exacto en un intervalo de concentracién de 80 a 120 % de la
concentracion tedrica.

El método analitico es preciso, ya que presenta un CV menor a 2.0% de acuerdo a
las especificaciones propuestas.

El método analitico es reproducible, ya que al realizarse la determinacion por dos
analistas quimicos, el método presenta un coeficiente de variacion menor o igual al
3.0%.

La solucion de referencia de mebendazol es estable por lo menos 24hrs en
refrigeracion y 24 hrs a temperatura ambiente.

El método Analitico validado puede utilizarse en el laboratorio de Control de Calidad,
para la cuantificacion de mebendazol en formas farmacéuticas solidas.

El método espectrofotométrico empleado para la valoracion de Mebendazol en
Tabletas esté validado debido a que cumple con las especificaciones para cada uno
de sus parametros.

De acuerdo a los objetivos planteados se demostré de manera experimental que el
método propuesto para cuantificar mebendazol en formas farmacéuticas sélidas
orales cumple con los requerimientos de validacion y es apto para el fin creado.
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7. Glosario.

Andlisis cuantitativo.  Analisis cuantitativo en el NIR que es ejecutado usando
técnicas de regresion estadistica para proveer informacién quimica acerca de
la composicion de una matriz en particular.

Coeficiente de correlacion. Una medida de la relacion linear entre dos
variables. Un valor de uno implica que hay una relacion linear entre las dos
variables. Un valor de cero implica que no hay relacion entre las variables.

Especificaciones . Descripcion del material, sustancia o producto, que incluye
la definicibn de sus propiedades y caracteristicas, con las tolerancias de
variacion de los parametros de calidad.

Especificidad. Capacidad de un método analitico para obtener una respuesta
debida Unicamente al analito de interés y no a otros componentes de la
muestra.

Exactitud. Concordancia entre un valor obtenido empleando el método y el
valor de referencia.

Estabilidad analitica de la muestra . Propiedad de una muestra, preparada
para su cuantificacion, de conservar su integridad fisicoquimica y la
concentracion del analito, después de almacenarse durante un tiempo
determinado bajo condiciones especificas.

Estandar de calibracion. Usado para crear el modelo de un método durante
la calibracion. En el TQ Analyst, los estandares de calibracion son usados
para calcular la curva de correccidn, si son especificados para tal funcion.

Intervalo. Concentraciones incluidas entre la concentracion superior e inferior
del analito (incluyendo éstas), para las cuales se ha demostrado que el
método analitico es preciso, exacto y lineal.



Linealidad . Habilidad para asegurar que los resultados obtenidos
directamente o por medio de una transformacion matematica definida, son
proporcionales a la concentracion del analito, dentro de un intervalo
determinado.

Ley de Lamber - Beer. Ley matematica que establece que la absorbancia se
incrementa en proporcion a la concentracion.

A=alblc

A = Absorbancia

a = Absortividad (constante)
b = Paso optico

C = concentracion.

Método analitico. Descripcion de la secuencia de actividades, recursos
materiales y pardmetros que se deben cumplir, para llevar acabo el analisis de
un componente especifico de la muestra.

Método analitico oficial. Método que aparece en la literatura oficial
reconocida.

Método analitico no oficial. Método que no aparece en la literatura no oficial
reconocida.

Muestra. Porcion de material a evaluar.

Parametros de desempefio. Parametro especifico a estudiar en un protocolo
de validacion.

Placebo analitico . Muestra que contiene todos los componentes de un
producto a excepciéon del analito.

Proporcionalidad. Relacién establecida por una ecuacién matematica entre
los resultados obtenidos por dos métodos analiticos.



Precision. Grado de concordancia entre resultados analiticos individuales,
cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de
una muestra homogénea del producto o de una referencia.
Precision intermedia. Precision de un método analitico, expresado como la
concordancia relativa obtenida entre determinaciones independientes
realizadas en un mismo laboratorio, por diferentes analistas en diferentes dias.

Protocolo de validacién . Descripcion de pruebas especificas para demostrar
gue un proceso da resultados que cumplen con los criterios preestablecidos de
manera consistente.

Placebo adicionado. Muestra de un placebo analitico al cual se le adiciona una
cantidad conocida de analito

Rango de analisis. Es el rango de concentracidon de un componente que se
describe en un método.

Recobro. Cantidad del analito determinada en el placebo adicionado o muestra
adicionada, empleando el método analitico.

Repetibilidad. Precision de un método analitico, expresada como la
concordancia obtenida entre determinaciones independientes realizadas por un
solo analista, usando los mismos instrumentos y meétodos.

Reproducibilidad . Precision de un método analitico, expresada como la
concordancia entre determinaciones independientes realizada por diferentes
laboratorios.

Revalidaciéon . Comprobacion de que el método analitico mantiene su
desempefio cuando existen cambios en la composicién del producto, en el
método analitico, o cambios criticos en los procesos de fabricacion.

Robustez. Capacidad del método analitico de mantener su desempefio al
presentarse variaciones pequefias pero deliberadas, en los parametros
normales de operacion.

Sustancia de referencia. Sustancia de uniformidad reconocida destinad a
utilizarse en comprobaciones analiticas fisicas, quimicas y microbioldgicas en el



transcurso de las cuales sus propiedades se comparan con la sustancia en

evaluacion.

Abreviaturas

by Pendiente

b11 Pendiente del método 1

b1 Pendiente del método 2

bo Ordenada al origen

BPF Buenas Practicas de Fabricacion

CV (DER) Coeficiente de variacion o Desviacion
Estandar Relativa

CVvix Coeficiente de Variacion de Regresion

di Diferencia absoluta de la media aritmética
de cada condicion de almacenaje
respecto de la media aritmética del
analisis inicial

g gramos

gl grados de libertad

IC (B1) Intervalo de confianza para la pendiente
poblacional

IC (Bo) Intervalo de confianza para la ordenada al
origen poblacional

IC (M) Intervalo de confianza para la media
poblacional.

mg miligramos

n nuamero de mediciones

r? Coeficiente de determinacion

S Desviacidn estandar

s? Varianza

t 0.975 gl Valor de la distribucion de t de student

asociado a una confianza del 95% y a
grados d libertad (gl) establecidos.
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