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DEFINICIONES

MESURANDO: Magnitud particular sometida a medicion.

CONCENTRACION: Concepto utilizado para establecer la cantidad quimica de un principio activo

presente en una matriz o solucion de interés, la mas frecuente en la industria farmacéutica es (mg/mL).

MATERIAL DE REFERENCIA CERTIFICADO (MRC): Son controles o patrones utilizados para
comprobar la calidad y la trazabilidad al validar los métodos de medicién analiticos, o para

la calibracion de los instrumentos como referencia para una unidad de medida.

PRINCIPIO ACTIVO: Componente de interés que porta las cualidades farmacolégicas presentes en una
sustancia. El principio activo de un farmaco es aquel que permite prevenir, tratar o curar

una enfermedad u otro tipo de trastorno de salud.

ESTANDAR: Es una preparacion a partir de un material de referencia certificado que contiene

una concentracion conocida de un principio activo o elemento especifico.

PLACEBO: Mezcla de todos los componentes y/o excipientes de la formulacion exceptuando el

principio activo para el cual se esta validando el método analitico.

PLACEBO ENRIQUECIDO: Muestras de placebo a las cuales se les adiciona cantidades conocidas del
principio activo para el cual se estd validando el método analitico. Durante todo este procedimiento, al
preparar el placebo enriguecido, se mantiene constante la cantidad de los excipientes. Esta cantidad sera

la correspondiente al 100% de principio activo.

RANGO: Intervalo comprendido entre la concentracion superior e inferior del principio activo evaluado

para el cual se ha demostrado precision, exactitud y linealidad.
SENSIBILIDAD: Propiedad del método analitico que mide la variacion de la respuesta debida a
pequefios cambios en la concentracion del analito, para métodos cuantitativos la sensibilidad esta dada

por la pendiente de la curva de calibracion.

ROBUSTEZ: Capacidad del método analitico para permanecer inalterado ante pequefias pero deliberadas


https://es.wikipedia.org/wiki/Calibraci%C3%B3n
http://definicion.de/enfermedad
https://es.wikipedia.org/wiki/Concentraci%C3%B3n

variaciones en ciertos parametros, proporcionando idea de la estabilidad del método durante su empleo en
rutina.

CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC): Técnica 0 método quimico

instrumental utilizado para separar los componentes o principios activos de una mezcla en una matriz de
interés mediante un equipo.



RESUMEN

En este trabajo se pretende acercar posiciones entre quimicos y estadisticos mediante un lenguaje
accesible para ambos en la utilizacion de la estadistica y especialmente el software R en la validacion de
métodos quimicos por HPLC en la valoracion de un principio activo como prueba de libre eleccion
diferente al microsoft office excel, el cual debido a su facil acceso y manejo no requiere de una alta
complejidad de uso, pero aun asi este se queda corto como software estadistico para llevar a cabo pruebas
mas robustas que requieren conocimientos mas profundos de estadistica y que en el software R resultan

mas faciles.

El procedimiento de validacién llevado a cabo para la valoracion de un principio activo esta sujeto en
parte a los lineamientos establecidos en la guia técnica EURACHEM (2005) y de esta forma hace
confiable el disefio de validacién ante cualquier auditoria, ya sea interna o externa. Para garantizar la

confiabilidad de los resultados obtenidos por HPLC ( Magnusson & Ornemark, 2014).



1. INTRODUCCION

Uno de los objetivos de mayor importancia de los laboratorios farmacéuticos colombianos es generar un
servicio de andlisis confiable y con la mejor calidad en la valoracion de un principio activo, lo cual
involucra la investigacion y el conocimiento de la evolucién, la composicion y la dinamica del proceso,
asi como la identificacion y el monitoreo de las diferentes etapas sujetas al mismo, con el propoésito de
gue no haya amenazas naturales-ambientales y de salud, que restrinjan su desarrollo en el territorio
colombiano. Todo esto es posible gracias a la validacion de métodos quimicos analiticos que es una
practica muy frecuente en los laboratorios de control de calidad y farmacéuticos en Colombia que buscan
replicar y adecuar condiciones quimicas bajo un soporte estadistico para la valoracion e identificacion de
un principio activo en sus instalaciones, las cuales fueron realizadas con anterioridad en condiciones
diferentes de espacio, temperatura, presion, humedad, equipos, analistas, entre otros (Sancho, sanchez,
Dorantes, & Suarez, 2016).

Es el soporte estadistico y en especial R el que hace que todo esto sea posible debido a que es un lenguaje
que permite al usuario escribir codigos de manera eficiente. Al ser un lenguaje de “scripts” permite una
reproduccion y documentacion de actividades mucho mas sencilla que programas de “pinchar” como
Excel. Ademas, obliga a pensar. De igual manera, al manejar “scripts” y tener una historia en memoria de
todos los comandos empleados, es mucho mas dificil cometer errores. R tiene miles de paquetes
(packages en inglés) que permiten extensiones de todo tipo. Entre esos paquetes existen muchos de
graficos, que permiten dibujar graficos preciosos. Al ser un proyecto de codigo abierto, han participado en
él mismo estadisticos y cientificos de primera linea, lo que ha generado una calidad del resultado mucho
mas alta que el que jamas hubiera podido conseguir una empresa comercial y la implementacién de los
mas recientes métodos estadisticos que estan explotando. Hay decenas de libros, cursos y demas medios
para aprender a manejarlo, muchos de ellos gratuitos. Es un lenguaje muy elegante, explicitamente
orientado a objetos y con una fuerte estructura de programacion funcional que Interactia de manera
sencilla con C**. Excepto por algunas partes del disefio (como el tratamiento de las matrices), su sintaxis
es intuitiva y bonita especialmente indicada para el analisis estadistico (Maroto, Jordi, Boqué, & Xavier,
1999).
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A diferencia de la mayoria de los programas que solemos utilizar en nuestros ordenadores, que tienen
interfaces tipo ventana, R es libre y de facil acceso manejado a través de una consola en la que se
introduce cddigo propio de su lenguaje para obtener los resultados estadisticos deseados lo cual lo hace
confiable, rapido, amigable con el usuario es decir de facil manejo, manipulacion de datos buena, calidad
de gréficos y procesos excelente, robusto, se puede acceder a su codigo fuente y es excelente en los
diverso test estadisticos necesarios para validar los parametros quimicos de calidad que al menos deben
verificarse para un principio activo por HPLC como lo son la especificidad-Selectividad, precision del
sistema, exactitud, linealidad del sistema, linealidad del método, limite de deteccion y limite de
cuantificacion de los resultados obtenidos por un laboratorio de ciencias farmacéuticas colombiano
(Maroto, Jordi, Boqué, & Xavier, 1999).

Sabiendo que hoy en dia los laboratorios deben demostrar que sus métodos analiticos proporcionan
resultados estadisticamente fiables y adecuados para su finalidad y propdsito perseguido, ya que muchas
de las decisiones que se toman estan basadas en la informacion que estos datos proporcionan, cualidad
gue tiene R a la hora de determinar un estadistico por su facil interpretacion y analisis (Social, 2013). La
validacion de las metodologias, junto a otras actividades englobadas en el control del aseguramiento de la
calidad, permite demostrar que los métodos analiticos proporcionan pardmetros quimicos y resultados

fiables todo gracias a R como herramienta de uso estadistico. (Freijo, 2013).
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1.1 PLANTEAMIENTO PROBLEMA

Es sabido que existen en el mercado distintos paquetes de softwares estadisticos como SPSS,
Statgraphics, Minitab, Statistic, SAS y S-Plus, que cubren todas las necesidades de cualquier usuario de
técnicas estadisticas, basicas o avanzadas y que tienen un costo establecido. Frente a estas opciones, en
los Ultimos afios R ha surgido con fuerza como alternativa de software libre en muy distintos ambientes
docentes y de investigacion. Con ello no quiero decir que esté en contra de que determinadas empresas
comercialicen paquetes de software estadistico, sino que me tranquiliza que existan alternativas no
econOémicas a estos paquetes estadistico que permitan decidir en libertad si quiero comprar 0 no un
softwares estadisticos (Foundation, 2016)

Por tales razones y variedades de softwares estadisticos serd que R es la mejor herramienta para ser
utilizada en la validacion de los parametros quimicos de un principio activo por HPLC para un laboratorio

de ciencias farmacéuticas colombiano.

Como se sabe la accesibilidad de R no tiene costo y este al ser un software estadistico me permite
determinar, graficar y calcular regresiones lineales de primer orden, coeficiente de correlacion de Pearson,
pendientes, interceptd, intervalos de confianza, test de Student, test de Cochran, ANOVA, Q-Q plot, test
de Shapiro — Wilk, test de Breusch-Pagan, calculos matematicos y estadisticos clasicos, los cuales son el
soporte y fundamento para la determinacién de los pardmetros quimicos de especificidad-selectividad,
precision del sistema, exactitud, linealidad del sistema, linealidad del método, limite de deteccién y limite
de cuantificacion de un principio activo por HPLC para un laboratorio de ciencias farmacéuticas

colombiano (Freijo, 2013).
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1.2 JUSTIFICACION

La realizacion de este proyecto es un aporte de conocimiento interno para un laboratorio de ciencias
farmacéuticas colombiano, con importantes implicaciones en la linea de control de calidad de valoracién
de un principio activo por HPLC, permitiendo validar un producto con una mayor certeza en su

composicién quimica.

Todo esto tiene como fin validar un método quimico en R para plantear y desarrollar un script en R de
facil ejecucion para realizar el analisis estadistico clésico y pertinente de una validacion en la valoracion e
identificacion de un principio activo por HPLC en un laboratorio farmacéutico colombiano, el cual es mas
robusto a la hora de hacerlo por microsoft office excel. Obteniendo un mayor alcance en pruebas o test
estadisticos, partiendo del hecho de que esta se lleva a cabo en su gran mayoria bajo concentraciones

analiticas de miligramo sobre mililitros (mg/mL).

Ademas que hoy en dia los laboratorios segun la norma ISO/IEC 17025; deben validar todos los métodos
gue se utilicen en el laboratorio, tanto los desarrollados por ellos mismos como aquellos procedentes de
fuentes bibliogréaficas, desarrollados por otros laboratorios o los métodos de referencias los cuales no es
necesario que el laboratorio realice una validacion completa. Asimismo, el laboratorio debe validar todo
el procedimiento analitico teniendo en cuenta el intervalo de concentraciones y de matrices de las
muestras de rutina (1SO, 2005).

16



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Validacién de un método quimico analitico de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) para la
identificacion y valoracion de un principio activo en R para un laboratorio de ciencias farmacéuticas
colombiano.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e  Determinar los pardmetros quimico analitico de HPLC para la identificacion y valoracion de un

principio activo establecido por un laboratorio de ciencias farmacéuticas colombiano en R.
e  Validar los parametros estadisticos establecidos por un laboratorio de ciencias farmacéuticas

colombiano como son especificidad-selectividad, precision del sistema, exactitud, linealidad del sistema,

linealidad del método, limite de deteccién y limite de cuantificacion.

17



3. MARCO TEORICO

La validacion en el mundo de la quimica en un método analitico cuantitativo, se realiza con el propdésito
de garantizar la veracidad de los resultados que se obtengan de los anélisis. Para garantizarlos se han
establecido parametros que aporten informacion estadistica, ayudando a concluir si el método analitico es
valido o no. En la actualidad la normalizacién y el control de calidad de los procesos ha tenido un auge en
todos los sectores empresariales, entes autorizados certifican y avalan sus procesos aportando a las
empresas garantia en sus resultados. En los laboratorios de ensayo y farmacéuticos se generd la necesidad
de cumplir con los reglamentos nacionales e implementar sistemas de gestion de calidad como lo dicta la
Norma ISO 17025, la cual solicita dentro de sus requisitos técnicos el uso de métodos validados (I1SO,
2005).

Es por esto que de acuerdo a la Norma ISO 8502:1994, validacion es la confirmacion mediante examen y
suministro de evidencia objetiva que se cumplen los requisitos particulares para un uso especifico
previsto. De acuerdo a la Guia EURACHEM (2005), para quimicos consiste en definir una necesidad
analitica para confirmar que el método utilizado tiene la capacidad de desempefio de acuerdo a la
aplicacion ( Magnusson & Ornemark, 2014).

En el proceso de validacion estd implicito que el equipo, reactivos y materiales se encuentran en
especificaciones, ademas de estar calibrados, en el caso de los equipos. El analista que realice el estudio
debera ser técnicamente competente y con los conocimientos suficientes para tomar decisiones apropiadas
a partir de las observaciones que realice durante el estudio. Todo esto con el propésito de que si un cliente
pide un trabajo analitico a un laboratorio, se presupone que el laboratorio es técnicamente competente,
con la experiencia y conocimientos para realizar el trabajo. Regularmente el cliente no posee los
conocimientos que el laboratorio posee, él espera confiar en los resultados reportados y por lo general
solo los cuestiona cuando surge una controversia. De este modo, el laboratorio y su personal tienen una
clara responsabilidad de corresponder a la confianza del cliente proporcionando la respuesta correcta a la
parte analitica y estadistica del problema y proporcionando resultados que han demostrado ser adecuados
a su propdsito. Esto lleva implicito que las pruebas realizadas son apropiadas para la parte analitica del
problema que el cliente desea resolver y que el informe final presenta los datos analiticos de tal manera
que el cliente pueda entenderlos facilmente y sacar conclusiones apropiadas (Administration, Analytical

Procedures and Methods Validation for drugs and Biologics, 2005).
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Es por estas razones que las validaciones de los métodos quimicos permiten a los quimicos demostrar que
el método propuesto es adecuado para la aplicacion analitica deseada y que la capacidad del método
cumple con los estudios experimentales y documentales estadisticamente. Fundamentandose en la
determinacion de diversos parametros que se aplican de acuerdo con la categoria a la que pertenezca el
método analitico. La clasificacion de las validaciones de principios activos tienen las siguientes categorias
(EMEA, 1995):

Categoria 1|: Métodos de Cuantificacion de farmacos o medicamentos, incluyendo agentes de
preservacion.

Categoria I1: Métodos de deteccion y/o cuantificacion los productos de degradacién y/o impurezas de un
producto, incluye los ensayos cuantitativos y ensayos limite.

Categoria Il1l: Métodos analiticos para la determinacion de caracteristicas especificas de la forma
farmacéutica, como por ejemplo, disolucion, etc.

Categoria IV: Pruebas de identificacién.

Las etapas en la validacion de metodologias analiticas independiente de la categoria de cualquier método
analitico deben seguir los siguientes pasos:

e Seleccionar los materiales de referencia (MRC), considerando la composicién y los tenores de los
elementos presentes en las muestras.

e Recopilar y revisar documentacion histérica de los procedimientos, incluyendo posibles
interferencias, su eliminacién y datos de calidad.

e Asegurar el buen funcionamiento de equipos, instalaciones seguras y adecuado entrenamiento del
personal participante.

e Optimizar las condiciones de operacion, aplicacion del método para diferentes tipos de muestras,
chequeo de blancos, chequeo apropiado de muestras, etc.

e Determinar pardmetros estadisticos. Sensibilidad, limite de deteccién, limite de cuantificacion,
precision, exactitud, incertidumbre y robustez.

e Hallar las desviaciones del método.

e Tratamiento estadistico de datos generados.

o Interpretar resultados (Administration, Q2B Validation of Analytical Procedures: Methodology,
1996).
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Los pardmetros estadisticos definidos y requeridos en estos momentos por la USP vigente y los
laboratorios de ciencias farmacéuticas colombianos segln la categoria del método | y para este trabajo
son especificidad-selectividad del método, precisién del sistema, exactitud, linealidad del sistema,
linealidad del método, limite de deteccion y limite de cuantificacion. Todos estos parametros quimicos
son determinados estadisticamente gracias al Software R inicialmente disefiado por Robert Gentleman y
Ross lhaka, miembros del departamento de Estadistica de la Universidad de Auckland, en nueva Zelanda,
del cual se conoce gue es un lenguaje de programacion especialmente indicado para el andlisis estadistico
(Convention, 2011).

3.1 ESPECIFICIDAD - SELECTIVIDAD

La especificidad-selectividad es la capacidad que tiene el método analitico para obtener una respuesta a la
sustancia de interés en forma inequivoca y no a otros componentes de la muestra. Indicando el grado de
interferencia o la ausencia de estos en el anélisis de muestras complejas. Estas interferencias pueden ser
debidas a excipientes 0 a productos de degradacion de algunos de los componentes del producto.
Dependiendo de la utilizacion del método, es posible que solo interese demostrar que no hay interferencia
debida a excipientes u otros activos presentes en la formulacién (Especificidad para el control de la
calidad) o ser mas exigentes con el método y que ademas no haya interferencia debida a productos de
degradacion (Especificidad para la estabilidad) (Skoog, Holler, & Crouch, 2008).

La selectividad se aplica a métodos validados por cromatografia, puesto que proporciona respuestas para
un numero de compuestos quimicos, que pueden o no distinguirse. Si la respuesta del analito de interés se

distingue se dice que el método es selectivo (Leodn, 2015).

La especificidad/selectividad debe ser aplicada a diferentes niveles y debe asegurar la identidad, la pureza
y la valoracion. Estadisticamente este pardmetro es una relacién de &reas en la cual se evidencian
degradaciones mayores al 10,0% en la respuesta instrumental del estdndar de referencia al 100,0%

sometido a condiciones de estrés establecidas (Ledn, 2015).
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3.2 PRECISION DEL SISTEMA

Es el grado de concordancia entre una serie de mediciones obtenidas de maltiples muestreos de una
misma muestra homogénea bajo condiciones establecidas. El grado de precision se expresa habitualmente
en términos de imprecision y se calcula como desviacion estandar relativa (RSD) de los resultados, cuyo
valor debe ser menor o igual al 2,0% para andlisis por HPLC. Esta a su vez estd compuesta por

repetibilidad y reproducibilidad (precision intermedia) (Ledn, 2015).

3.2.1 Repetibilidad

Es la precision expresada como la concordancia obtenida entre las determinaciones independientes y/o
desviacion estandar obtenida al analizar una misma muestra varias veces, en un periodo de tiempo corto
bajo las mismas condiciones, sin cambiar de procedimiento, objeto, analista, equipo de medida, reactivos
o lugar (Ledn, 2015).

Estadisticamente el parametro de repetibilidad expresado como precision del sistema se caracteriza por
tener una prueba de test de Student desarrollada en 1899 por el quimico inglés William Sealey Gosset, la
cual es empleada para contrastar la hipo6tesis sobre medias en poblaciones pequefias con distribucion
normal para que el estadistico en el que estd basada la inferencia esté normalmente distribuido, utilizando

una estimacion de la desviacion tipica en lugar del valor real (UPTC, 2017).

Todo lo anterior se determina con unos intervalos de confianza superior e inferior al 95,0% de confianza
para el promedio sucesivo de una serie de muestras o estandares analizados varias veces, en la cual el
objetivo es rechazar la hipétesis nula y que el método analitico validado es sensible a una concentracion

de mg/mL especifica con un RSD menor al 1,5%
Para el test de Student se calcula:

H0:|J=O
Ho W #0
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3.2.2 Reproducibilidad (presion intermedia)

Es la precision expresada como la concordancia obtenida y/o desviacion estandar al analizar varias veces
la muestra en el mismo laboratorio en dias distintos, pudiendo variar condiciones tales como el equipo,

reactivos o analistas (Leon, 2015).

Estadisticamente el pardmetro de reproducibilidad expresado como precision intermedia se caracteriza
por tener una estadistica clasica de promedio y desviacion estdndar para el promedio de unas seis
muestras analizadas, en la cual el objetivo es que el método analitico validado es sensible y especifico a

una concentracién de mg/mL con un RSD menor al 2,0% (Skoog, Holler, & Crouch, 2008).

3.3 EXACTITUD

La exactitud da cuenta de la proximidad o concordancia entre el resultado o datos obtenido por un método
y el valor “real” considerado como verdadero o de referencia (100,0%). Como se trata de un pardmetro
cualitativo (un método serd muy o poco exacto) para describir el error asociado a un resultado, hace falta
un parametro que permita medir la exactitud cuantitativamente. Este parametro es el error que, segln la
guia para validacion de métodos de la EURACHEM, se divide en dos componentes, la veracidad y la
precision. La veracidad es un parametro que expresa la proximidad de la media de una serie de resultados
obtenidos con el método al valor real. Generalmente se expresa en términos de error, definido como la
diferencia entre el resultado de medida y el valor real. La precision da cuenta de la proximidad entre si de

esta serie de resultados ( Magnusson & Ornemark, 2014).

Estadisticamente el parametro se caracteriza por tener un test de Student y un test no paramétrico llamado
Cochran para tres grupos pequefios de concentraciones de tres muestras cada uno, con el objetivo de
analizar la recuperacion de concentraciones de mg/mL conocidas con respecto al 60,0%, 100,0% y
140,0% de la concentracion de interés a validar para un principio activo. Si los grupos de concentraciones
que se tienen son de tamafos distintos, deberiamos aplicar una prueba distinta como la de Bartlett, Levene

0 F-Max de Hartley con el proposito de establecer la misma hipotesis (Mongay, 2011).
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En el test de Student se evalla la veracidad con el objetivo de no rechazar la hipdtesis nula y que el
método analitico validado es sensible y especifico en la recuperacion de un principio activo en los grupos
de concentracion de mg/mL al 60,0%, 100,0% y 140,0% con una confianza del 95,0% y RSD menor al
2,0% (UPTC, 2017)

Para el test de Student se calcula:
Ho: %R = 100,0 %
Ha: %R #100,0 %
texp < tiab (@ n1)
(No existe diferencia significativa entre la recuperacion media y la cantidad de analito afiadido).

En el test de Cochran se evalla la precisién, la cual permite examinar la homogeneidad de K varianzas
entre poblaciones normales, pero se ajusta al caso de que todas las clases o grupos sean de igual tamafio
(con v grados de libertad para cada clase), esto resulta Gtil para detectar si alguna varianza es mucho
mayor que las restantes. La hipotesis nula es que las muestras tienen la misma varianza en cada grupo,

cuando en realidad es cierto (Mongay, 2011).

Para el test de Cochran se calcula:
Ho: 012 = 022 = 032
Ha: 0127é Gzz?ﬁ 032

G exp <G tab (3,3)

el mayor s?
Gexp = K <2
Yk=15%k

Y se compara con el valor tabulado G a, K, v. Las varianzas son comparables si G ¢xy < G tap (3.9)-
Con el objetivo de no rechazar la hip6tesis nula y que el método analitico validado presenta una varianza

homogénea en la recuperacion de un principio activo en los grupos de concentracion de mg/mL al 60,0%,
100,0% y 140,0% con una confianza del 95,0%
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3.4 LINEALIDAD DEL SISTEMA Y LINEALIDAD DEL METODO

La linealidad es una propiedad del método analitico dentro de un rango dado de concentraciones
especificas, de obtener respuestas instrumentales que sean directamente proporcionales a la concentracion
del analito en la muestra. La linealidad se evalta en el rango comprendido entre el 60,0% y 140,0%, que
cubre los rangos aconsejados para ensayos de valoracion y uniformidad (Ledn, 2015). Para determinar el
rango lineal se puede realizar una gréafica de concentracion versus respuesta, donde la respuesta en el caso
de cromatografia corresponde al area identificada. La funcion determinada por la regresion de la gréafica
se conoce como funcion respuesta o recta de calibrado, luego de establecido el rango, se determina la
curva de calibracion, que incluird los valores analizados desde el valor cero ( Magnusson & Ornemark,
2014).

Estadisticamente la linealidad del sistema y método se caracterizan por ser una regresion lineal de primer
orden, las cuales se les valida sus supuestos como modelo de regresién simple con una confianza del
95,0%, demostrando que el método quimico validado para el principio activo presenta regresion en un
rango del 60,0% al 140,0% de la concentracion de mg/mL validada y que puede ser usado para el control
de calidad de productos terminados (Madrid, 2017).

Para el analisis de regresion de la linealidad del sistema y método se pueden establecer basicamente dos
pasos (Molina, 2016):

e Paso 1. Estimar los pardmetros del modelo de regresion. Este proceso es Ilamado ajuste del
modelo.
e Paso 2. Chequear qué tan bueno es el modelo ajustado. Puede indicar si el modelo es razonable o

si el ajuste original debe ser modificado.
Y se pueden distinguir dos tipos de variables (Berrendero, 2011):
e Variable predictora X (Explicativa, de entrada, represora o independiente), la cual expresa
quimicamente la concentracion en mg/mL validada.

e Variable respuesta Y (Explicada, de salida o dependiente), la cual expresa quimicamente la

respuesta  instrumental  obtenida por la  concentracibn en mg/mL  validada.
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De manera general la linealidad del sistema y método se caracteriza por presentar la siguiente ecuacion
(Molina, 2016):

Y =B+ B X+ €y

Ecuacion 1: Ecuacion general de una regresion lineal de primer orden.

B1 = Intercepto.
B, = Pendiente.
&= Error.

R = Coeficiente de correlacion de pearson.

Para B, se hacen los siguientes supuestos:
e Hay convergencia al origen.

e Es estadisticamente igual cero.
El test de convergencia al origen se define por medio de un test de Student que desea probar la hipotesis
nula de que el intercepto B; de un modelo de regresion lineal es igual a cero. En cuyo caso la hipdtesis es

gue hay convergencia al origen y que esta es estadisticamente igual a cero o en otras palabras que a una

respuesta instrumental cero la concentracién analitica es cero (Madrid, 2017).

Prueba de hipotesis para P:

Ho: B1=0
Ha: B1#0

t exp >1 tab (a 0,05, n-2)

(No es significativamente diferente de cero, y se rechaza la hipdtesis nula Hy).
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Para f,, se hace el siguiente supuesto:
e Es estadisticamente igual a cero o a uno dependiendo del caso.

El test para la pendiente la cual define la sensibilidad del método, se define por medio de un test de
Student que desea probar la hip6tesis nula de que la pendiente B, de un modelo de regresiéon lineal es igual
a algun valor especificado. A menudo este B, toma el valor cero para la linealidad del sistema o0 uno para
la linealidad del método, en cuyo caso la hipdtesis es que las variables (X, y) no estan relacionadas (Duran,
2011).

Prueba de hipotesis para f3;:
Ho: B2=0
Ha.: B2 #0
texp > T tab (@ 0,05, n-2),

(Es significativamente diferente de cero, y se rechaza la hipétesis nula Hy).

Para la linealidad del sistema.

o)
Ho: B2=1
Ha: B2 # 1

t exp >t tab (o 0,05, n-2)»

(Es significativamente diferente de uno, y se rechaza la hip6tesis nula Hy).

Para la linealidad del método.

Para R de pearson, se hace el siguiente supuesto:

e Es estadisticamente igual a cero.

El coeficiente de correlacion de Pearson, el cual se utiliza para medir el grado de relacién de dos variables
siempre y cuando ambas sean cuantitativas, se plantea asignandole peso a los puntos (x;, yi) de las
variables (x, y) en funcion de su ubicacion respecto a las lineas de division que se trazan por el centroide.
A medida que el punto (x;, y;) se alejan de las lineas, su peso seria mayor. Los puntos cerca de las lineas
podrian cambiar de signo facilmente, mientras que los puntos mas alejados de las lineas pueden establecer

con mayor fuerza la correlacién (McGraw-Hill, 2017).
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Es usual en este test usar una prueba t de Student para probar si existe una correlacion significativa entre
la concentracion y la respuesta instrumental, en la cual se define la hipétesis nula de que no existe
relacion lineal entre las variables (x, y). Pero esto no necesariamente implica que las variables son
independientes, pueden existir todavia relaciones no lineales entre las dos variables.

Prueba de hipotesis para R:

Ho: R= 0,
(El coeficiente de correlacion procede de una poblacidn cuya correlacién es cero).
Ha R#0,

(El coeficiente de correlacion procede de una poblacién cuya correlacion es distinta de cero).

t wb o, n-1) < texp, S€ rechaza la hipotesis nula, las variables estan relacionadas.

twb o, n-1) = T exp, S€ acepta la hipotesis nula, las variables no estan relacionadas.

Una vez indicada la correlacion entre la variable concentracion (x) y la variable respuesta (y) de la curva
de calibracion, el valor maximo de 1 indica una correlacion positiva perfecta entre (X, y) con una
pendiente positiva. Cuando R = 0, no existe correlacion alguna, independencia total de los valores (x, y).
Para una curva de calibracién o trabajo, es recomendable que el coeficiente de correlacion obtenido sea

mayor o igual a 0,999.

Para g, se hacen los siguientes supuestos:

e Los errores tienen media cero.

El ANOVA es la prueba que sirve para comparar medias poblacionales estimadas de varios grupos en una
variable cuantitativa y demostrar que no son diferentes entre si para comparar. Es una generalizacion del
contraste de igualdad de medias para dos muestras independientes. Se aplica para la igualdad de medias
de tres 0 mas poblaciones independientes y con distribucién normal. Supuestas k poblaciones

independientes, las hipotesis del contraste son las siguientes:

Ho: Uy = U, = Uy (Las medias poblacionales son iguales)

H.: U; # U, # Uk (Al menos dos medias poblacionales son distintas)
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En el ANOVA, la hipétesis nula supone que todas las muestras se extraen de una poblacién de media 1y
varianza o® (desconocidas). Asi pues, este analisis presupone condiciones de normalidad y homogeneidad
de las varianzas de los grupos que vamos a comparar (Bakieva, Gonzalez, & Jornet, 2011).

Una vez realizado este test se caracteriza ademas por graficar los residuales y el Q-Q plot el cual se basa
en estudiar el ajuste de los datos sobre un gréfico probabilistico en el que cada dato es un punto cuyo
valor de abscisa es el valor observado de probabilidad para un valor determinado de la variable, y el de la
ordenada es el valor esperado de probabilidad. En este test la Hy muestra que hay homocedasticidad en los
datos (UCLM, 2014).

e Los errores tienen varianza igual pero desconocida 6%

El test de Breusch-Pagan es el que me permite contrastar la hipdtesis nula de que las varianzas de error
son todas iguales versus la alternativa de que las varianzas de error son una funcion multiplicativa de uno
0 mas variables. El contraste de Breusch Pagan efectivamente nos servira para aceptar o descartar la
presencia de heterocedasticidad (Williams, 2015).

Al realizar el test no se rechaza H, debido a que el P-Valor es mayor que el BP, demostrando
rotundamente que hay suficiente evidencia estadistica para afirmar que la varianza es constante en el
modelo de regresion lineal.

La hipdtesis nula del contraste de Breusch-Pagan es que los errores son Homocedasticos, es decir

Ho: Var (¢) = 6
Ha: Var (¢) # o°
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e Los errores no estan correlacionados.

El test de Durbin-Watson es el que me permite evaluar si existe autocorrelacion en una regresion lineal,
sea simple o multiple. Con ello se pretende ver si los valores presentan algun tipo de dependencia en
cuanto al orden de obtencion. Si fuera asi se estaria incumpliendo una de las condiciones del modelo y
cuando se incumplen las condiciones de un modelo de regresion lineal (normalidad, homogeneidad de
varianzas, independencia de los datos) las estimaciones de los pardmetros del modelo (los coeficientes del
modelo) no tienen los criterios de calidad que se suponen (Pearce, 1999).

El contraste de hip6tesis de Durbin-Watson tiene como hipédtesis nula que la autocorrelacion es cero

versus la alternativa que afirma que es distinta de cero:

Ho:p=0 Hp:p=0 Ho:p=0
H.:p<0 0 Hap>0 0 Hap#0

Este test lo que hace es evaluar si la disposicion de los valores en funcion de las variables independientes
es una disposicion al azar o, por el contrario, si hay algin tipo de dependencia, algun tipo de conexion

entre los valores.

e Los errores se distribuyen N (0, 6°).

Las pruebas de normalidad son muy recomendables para variables. “Se busca aceptar la Ho, dado que en
la mayoria de los métodos estadisticos convencionales es necesaria la distribucién normal de la variable
de interés, pues siendo asi es posible conocer los pardmetros que la describen por completo, su media (L),
su desvio (o) y la relacion entre ambos y en este sentido estos métodos son mas potentes. Un valor P >
0,05 en los tests de normalidad indicaria que no hay prueba suficiente para rechazar la normalidad de la
variable” (Risk, 2003).

La prueba o test de Shapiro-Willks es la que se usa para contrastar la normalidad de un conjunto de datos
y se plantea como hip6tesis nula que una muestra proviene de una poblacion normalmente distribuida.
Siendo la interpretacion de la hipotesis nula que la poblacion esta distribuida normalmente, si el p-valor es
menor a alfa (nivel de confianza) entonces la hipotesis nula es rechazada (se concluye que los datos no
vienen de una distribucidon normal). Si el p-valor es mayor a alfa, no se rechaza la hipétesis y se concluye

que los datos siguen una distribucion normal (Freijo, 2013).
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La prueba de Shapiro-Willks es la mas adecuada para contrastar la normalidad de las observaciones que el

test de Kolmogorov-Smirnov.

Prueba de hipotesis:
Ho: Y ~ N (u; o)
Ha: Y no se distribuye N (u; o)

3.5 LIMITE DE DETECCION Y LIMITE DE CUANTIFICACION

Limite de deteccion (LDD): Es la menor concentracion de la sustancia en una muestra, que puede ser
detectada, pero no necesariamente cuantificada bajo las condiciones de operacion establecidas. De esta
manera, la prueba de limite solamente fundamenta que la concentracién del analito esta por encima o por
debajo de un nivel de seguridad. Este parametro hace referencia a la minima concentracion del compuesto
en estudio que es posible detectar con certeza, es decir que se puede diferenciar la respuesta dado por un
blanco, el cual contiene todos los componentes de la muestra menos el compuesto de estudio (Maroto,
Jordi, Boqué, & Xavier, 1999).

Limite de cuantificacion (LDC): Es la menor concentracion de la sustancia en una muestra, que puede

ser cuantificada con criterios de exactitud y precision especificados para el tipo de método.

Estadisticamente los dos pardmetros se caracterizan por calcularse tedricamente teniendo en cuenta la
pendiente, el intercepto y la desviacién estandar de los residuales obtenida en la regresion lineal de primer
orden de la linealidad del sistema con una confianza del 95,0% mediante las siguientes ecuaciones (
Magnusson & Ornemark, 2014):
S
LDC =3 x (%)

1

Ecuacion 2: Ecuacion del limite de cuantificacion.

S
LDD = 10 X (ﬂ)
B1

Ecuacion 3: Ecuacidn del limite de deteccion.
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4, METODOLOGIA

Se realiz6 una revision literaria acerca de la valoracion de un principio activo por HPLC en un laboratorio
farmacéutico y de los parametros estadisticos para la validacion de este principio. Se realiz6 y se tomaron
los datos de una validacion quimica hecha con anterioridad de un principio activo por HPLC,
especificamente para el principio activo Montelukast sddico en tabletas al cual se le replico todo el

analisis estadistico en R y los que sean necesarios para validar la informacion.

De manera que este estudio presenta un alcance de regresién lineal y los diferentes test y analisis que se
usan para la validacion de los supuestos de normalidad de una regresion lineal, ya que se realizara una
identificacion y valoracién de un principio activo mediante la validacién de los parametros estadisticos de
especificidad-selectividad, precision del sistema, exactitud, linealidad del sistema, linealidad del método,
limite de deteccion y limite de cuantificacion establecidos por un laboratorio de ciencias farmacéuticas
colombiano en R, para de esta forma poder observar el comportamiento de la concentracién analitica del
principio activo Montelukast sédico en tabletas bajo la respuesta instrumental del equipo de HPLC en
cada uno de los parametros estadisticos evaluados con anterioridad.

EQUIPOS IDENTIFICACION OBSERVACIONES
Cromatdgrafo Liquido HPLC Agilent 1100
Balanza Analitica Balanza Sartorius AZ214
Ultrasonido Ultrasonido Branson prosonic

Tabla 1: Equipos.
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REACTIVOS TIPO O GRADO LOTE
MeOH J.T Backer HPLC 9093-03
Agua HPLC N.A
HCI 1IN VVolumétrico 13/12/2013
NaH,PO,*H,0 Reactivo A0483046-304
NaOH 1IN Volumétrico 31/01/2014
H,0, Volumétrico 15/02/2013
Tabla 2: Reactivos y materiales de referencia.
NOMBRE TIPO O GRADO OBSERVACIONES
Balon aforado de 10, 20, 25, 50, Clase A Certificado
100, 250 mL
Pipeta aforada de 1, 2, 3,4, 5,6, 7 Clase A Certificado
mL

4.1 PREPARACION DE LA SOLUCION STOCK DE ESTANDAR

Tabla 3: Materiales.

Se prepard un estandar con una concentracion correspondiente al 200,0% de la concentracién de trabajo

del principio activo a analizar, y de esta solucion se toman las alicuotas correspondientes para la

preparacion de las muestras.

4.2 PREPARACION DE LA SOLUCION STOCK DE PLACEBO

Se prepard una solucion de placebo con una concentracion correspondiente al 1000,0% de cada

excipiente, y de esta solucion, se toma la alicuota correspondiente para la preparacion de las muestras.
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4.3 PREPARACION DE LOS ESTANDARES

Los estandares se prepararon tomando las respectivas alicuotas de la solucién stock de estandar, segun la
tabla 4, llevando a un balén de 10 mL y completando a volumen con el diluyente segun el método

analitico.

Concentracion Alicuota Volumen final
(mL) (mL)
60,0% 3,0 10,0
80,0% 4,0 10,0
100,0% 5,0 10,0
120,0% 6,0 10,0
140,0% 7,0 10,0

Tabla 4: Preparacion de los estandares.
4.4 PREPARACION DE LOS ESTANDARES CON PLACEBO ENRIQUECIDO
Las muestras de placebo enriquecido se prepararon adicionando las respectivas alicuotas de la solucion
stock de estandar, segin la tabla 4, y una alicuota de 1,0 mL de la solucion stock de placebo a un bal6n

aforado de 10,0 mL y completando a volumen con el diluyente del método analitico.

4.5 PLACEBO

Se prepar6 adicionando una alicuota de 1,0 mL de la solucién stock de placebo a un balén aforado de 10,0

mL y completando a volumen con el diluyente del método analitico.
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4.6 ESPECIFICIDAD-SELECTIVIDAD

Para determinar su estabilidad frente a condiciones extremas de analisis, se analiz6 por duplicado
muestras de estandar al 100,0%, placebo solo y placebo enriquecido al 100,0% sometida a las siguientes
condiciones criticas:

4.6.1 Hidrolisis acida

Se sometid una solucion del 100,0% con adicion de 1,0 mL de solucién de HCI 1N a ebullicion durante 1
hora a 90°C.

4.6.2 Hidrolisis alcalina

Se someti6 una solucion del 100,0% con adicion de 1,0 mL de soluciéon de NaOH 1N a ebullicion durante
1 horaa 90°C.

4.6.3 Oxidacioén

Se someti6 una solucion del 100,0% con adicion de 1,0 mL de solucién de perdxido de hidrégeno al
10,0% a ebullicién durante 1 hora a 90°C.

4.6.4 Termolisis

Se sometid una solucién del 100,0% a ebulliciéon durante 1 hora a 90°C.

4.6.5 Fotolisis

Se someti6 una solucion del 100,0% a 48 horas de luz solar a temperatura ambiente o a ld&mpara de luz
UV (254nm) durante 4 horas.
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4.7 PRECISION

Esta estd compuesta por:

4.7.1 Repetibilidad

Esta se realizd mediante el analisis (seis veces) de un estandar de 100,0%.

4.7.2 Repetibilidad del método

Se calculd con base en los resultados obtenidos para la exactitud. La repetibilidad se determiné midiendo

el coeficiente de variacion (C.V.) obtenido entre las determinaciones independientes realizadas en un dia

por un mismo analista y en el mismo equipo.

4.7.3 Precision intermedia

Se realizdé mediante el analisis por triplicado de muestras del producto a validar, el analisis se realizd por

dos analistas diferentes, en dias diferentes en el mismo equipo.

4.8 EXACTITUD

Se realizé mediante el analisis por triplicado de los placebos enriquecidos con el activo al 60,0%, 100,0%

y 140,0% preparados seguln se explica en la tabla 4.

4.9 LINEALIDAD DEL SISTEMA

Se prepararon estandares por duplicado en concentraciones de 60,0%, 80,0%, 100,0%, 120,0% y 140,0%,

preparados segln se explica en la tabla 4.

4.10 LINEALIDAD DEL METODO

Se realizé mediante el analisis por duplicado de los placebos enriquecidos con el activo de 60,0%, 80,0%,

100,0%, 120,0% y 140,0% preparados segun se explica en la tabla 4.

35



4.11 LIMITE DE DETECCION Y LIMITE DE CUANTIFICACION

Este parametro se evalud teniendo en cuenta los resultados de la pendiente y desviacion estandar de la

pendiente obtenidos de la linealidad del sistema.
Todos los calculos en la determinacion de los pardmetros de validacion quimica se realizaron mediante R

segun el parametro a determinar. Los pardmetros quimicos y su evaluacién estadistica se llevaron a cabo

de la siguiente manera:

36



PARAMETRO CALCULOS ESTADIGRAFO ESPECIFICACION
No se deben presentar interferencias, debidas
Especificidad. N.A N.A a productos de degradacién, compuestos
relacionados o auxiliares de formulacion.
RSD< al especificado (1,5%).
Desviacion estandar RSD Ha: M #0
Repetibilidad. _ Y = H
Promedlo. t tab (a, n-1) t exp <t tab (a, n-1)
o ) Desviacion estandar y
Precision Intermedia. ) RSD RSD < 2,0%.
Promedio.
» Ho: %R =100,0 %
% Recuperacion,
. .., RSD t exp <t tab (a, n-1)
) Promedio, Desviacion
Exactitud. ) ttab (o n-1) RSD < 2,0%.
estandar y test de , )
G b 33 Ho: 61" = 0," = 03
Cochran.
G exp <G tab (3,3)
Coef. Corr.: Hi: R#0
Intercepto, Pendiente, texp™ tiab (o, ne1)
o ] Coeficiente de correlacion | Y = B + B, X + € Intercepto: Hy: ;=0
Linealidad del sistema. o )
y Desviacion estandar del tiab (o, n-1) texp <t tab (0, n-2)
intercepto y la pendiente. Pendiente: Hy: p,=0
t exp >t tab (a, n-1)
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Linealidad del sistema.

Sumatoria de cuadrados,
residuales, Q-Q plot, test
de Shapiro-Wilk, test de
Breusch-Pagan y test de
Durbin-Watson.

ANOVA .
Fl tab (a,v1,v2)

F2 tab (a,v1,v2)

SHAPIRO-WILK:
P-Valor

BREUSCH-PAGAN:

P-Valor
BP

DURBIN-WATSON:

P-Valor
D-W

ANOVA
Hoi Gl = Uzz Gk
Regresion: Hay correlacion

F1exp > F1 b v

Falta de ajuste: No hay desvio de la

linealidad
F2 g0 <F1 b qvive)
SHAPIRO-WILK
Ho: Y ~ N (4; o)
P-Valor > (a. = 0,05)
BREUSCH-PAGAN
Ho: Var (¢) = 6

P-Valor > BP
DURBIN-WATSON
Ho: p= 0

(D-W) =2 0 préximo a 2.

Linealidad del Método
(Cantidad adicionada

vs. Cantidad recuperada).

Intercepto, Pendiente,
Coeficiente de correlacion
y Desviacion estandar del

intercepto y la pendiente.

Y=ﬁ1+ﬁ2X+€U

t tab (a, n-1)

Coef. Corr.: Hi: R#0

t exp >t tab (a, n-1)

Intercepto: Hy: f1=0

t exp <t tab (a, n-1)
Pendiente: Ho: B.=1

t exp <t tab (a, n-1)
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Linealidad del Método

Cantidad adicionada

vs. Cantidad recuperada).

Sumatoria de cuadrados,
residuales, Q-Q plot, test
de Shapiro-Wilk, test de
Breusch-Pagan y test de
Durbin-Watson.

ANOVA :
F1 tab (a,v1,v2)

F2 tab (a,v1,v2)

SHAPIRO-WILK:
P-Valor > (a = 0,05)

BREUSCH-PAGAN:
P-Valor > BP

DURBIN-WATSON:
(D-W) =2

0 préximo a 2.

ANOVA
Hoi Gl = Uzz Gk
Regresion: Hay correlacion

F1exp > F1 b v

Falta de ajuste: No hay desvio de la

linealidad
F2 g0 <F1 b qvive)
SHAPIRO-WILK
Ho: Y ~ N (4; o)
P-Valor > (a. = 0,05)
BREUSCH-PAGAN
Ho: Var (¢) = 6

P-Valor > BP
DURBIN-WATSON
Ho: p= 0

(D-W) =2 0 préximo a 2.

Limite de Deteccion y

Cuantificacion.

Pendiente y Desviacion
estandar de la pendiente
de la linealidad del

sistema.

Y =B + B2 X+ €y
Syy

S
LDC =3 X (ﬂ)
B1

S
LDD = 10 X (ﬂ)
B1

Tabla 5: Parametros quimicos y su determinacion estadistica.
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5. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS
Los resultados estadisticos obtenidos en R para la validacién de un método quimico analitico de
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) en la identificacion y valoracion de un principio activo
para un laboratorio de ciencias farmacéuticas colombiano fueron los siguientes.
6.1. ESPECIFICIDAD-SELECTIVIDAD

Susceptible a degradacidn variaciones mayores al 10,0% en la respuesta instrumental respecto al estandar.

6.1.1. Especificidad para control de calidad

> #FORMA FARMACEUTICA:Tabletas

> ntelikast Sodico

> FHMETODC ANATITICO: HPLC

>

> FESPECIFICIDAD/SELECTIVIDA

>

> FESPECIFICIDAD FARA CONTROL DE CALIDAD

>

> FPLACEBQ:

>

» PLACEBO=c (0)

» Placebo=c | ({PLACEBC- (PLACEBC*0.1) ), (PLACEBO+ (PLACEBO*0.1))

> Placebo

[1] 0 O

>

> P;aceba_ﬂas_iid:é;Lsis_ﬁcida=c[O)

> P;acebo_ﬂas_iid:é;isLs_ﬁcida=;f[P;acebo_ﬂas_iidré;isis_ﬁcid
No =e degrada>

> Placebo Masz Hidrdlisis Alcalina=c(0)

> Placebo Masz Hidrdlisis Alcalina=if (Placebo Mas Hidrdlisis &

HNo se degrada>

> P;aceba_ﬂas_Sxidacié:=c[Gj

> P;aceba_ﬂas_ﬁxidacié:=if[Placeba_ﬁas_ﬁxidacié: ==0)} cat ("Ho
No se degrada>

> Placebo Mas Termica Humedad=c (0)

> Placebo Mas Termica Humedad=if (Placebo Mas Termica Humedad
No =e degrada>

> Placebo Mas Fotolisis=c(0)

> Placebo Mas Fotolisis=if (Placebo_ Mas Fotolisis ==0) cat ("No
NHNo =e degrada>|

El placebo no exhibe picos (Respuesta instrumental obtenida por el instrumento HPLC) caracteristicos

que interfieran en la identificacion y cuantificacion del principio activo evaluado.
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6.1.2. Especificidad-selectividad método indicador de estabilidad

» $PRINCIPIO ACTIVO:

¥

» §T0=c(12720583)

> hetivo=c((ST0-(3TD*0.1)), (STD+(3T0%0.1)))

¥ Aetivo

[1] 11448529 13982647

¥

b Acti‘-m_l{as_}!id:é'.:a:a_ﬁcidaw (4288289)

» hctivo Mas Bidrolisis Acide=if (STD+(SID%0.1) » A
Error: Se degrada

¥

¥ Acti‘-m_l{as_}l’_d:é'_iaia_h'_ca'_’_:aw [12498902)

¥ Acti‘-m_t{as_}l’_d:é'_iaia_h'_ca'_’_:aif (STD+(STD*0.1)
No se degradar

» hctivo Mas Oxidacifn=c(0)

¥ Acti‘-m_Mas_Gxidac‘_é:=if[STD—[STD*O.LJ » Aetivo N
Errors Se degrada

¥

» Activo Mas Ternica Humedad=c(12065733)

» Activo Mas Ternica Humedad=if (STD+(STD%0.1) » ke
No 2 degradar

» Activo Mas Fotolisiz=c(D)

» Activo Mas Fotolisis=if (STD+(STD*0.1) » Activo M
Error: Se degrada

» $PRINCIPIO ACTIVO MAS PLACER(:

?

» PRODUCTC=c {13136228)

» Aetivo Mas Placebo=c((PRODUCTO- (RODUCTO*D.1)) , (PRODUCTO- (PRODUCTOX0. 1)) )
» Aetivo Mas Placebo

[1] 11822605 14449851

?

? Activn_Mas_P'_acehu_Maa_Hid:é'_isis_Aci:ia=c (3805340)

» hetivo Mas Flacebo Mas Hidrolisis Acida=if (PRODUCTO+(PRODUCIOH0.L) » Actis
Error: Se degrada

?

? Acti*m_Mas_P'_acehu_Maa_Hid:é'_isis_A'_ca'_i.'.a=c (12261680)

? Acti*m_Mas_P'_acehu_l{as_?.id:é'.isis_ﬁ'.ca’.i:aﬂf(PRGDUCTG-(PRGDUCTG*O.’_] Lt
lo e degraday

? Acti*m_Mas_P'.acehu_Maa_GxidaciéFc (0)

? Acti*m_Mas_P'_acehu_l{aa_ﬂxidacié:=if[PRGDUCTG-(PRGDUCTG*O.’_] » Aetivo as |
Error: Se degrada

?

» Aetivo Mas Placebo Mas Ternica Hunedad=c(11386732)

» Aetivo Mas Placebo Mas Ternica Hunedsd=if (PRODUCTO+ (PRODUCTO*D.1) » Actiw
lo e deqraday

» Aetivo Mag Placebo Mas Fotolisis=c(0]

» Aetivo Mas Placebo Mas Fotolisis=if (FRODUCTO+ (FRODUCTO*(Q.1) » Activo Mas |
Error: Se degrada

Los posibles productos de degradacion no interfieren en la identificacion y cuantificacion del principio

activo.

El placebo y los posibles compuestos de degradacion obtenidos en el ensayo de degradacion forzada no
interfieren en la identificacion y cuantificacion del principio activo evaluado. Se comprueba que el

método analitico cumple con el parametro de especificidad/selectividad.
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6.2. PRECISION DEL SISTEMA

PE2

[1.1
[2,1
[3,1
[2,1]
[=,1
[&,1]

00000~
[ e e T T Y

[ I R S I

=]

> Promedio

[1]

[-2]

127862599
12814350
12887557
12906175
12817853
12821767

> Promedio=c (sprintf("%.1f",

ags.numeric (mean(BP3))))

"12839008.8"™

> Desviacion Estandar=c(=d(F5))

> Desviacion
[1] 46BS8.79

m
L

"D.36e5"

1]
n=length (PS5

WON oYY

[1_]_ &

F
F

5D=szprintf ("%.3f",

)

standar

asz.numeric(sd{(P5) /mean (P5)*100))

Se comprueba que el método analitico cumple con el parametro de precision, el RSD obtenido fue de

0,365% y es menor al 1,5% establecido para una validacion de un método quimico analito por HPLC.

6.2.1. Determinacion del t experimental

> T.test (P3)

Cne Sample t-tesat

data: PS5

t

670.572,
alternative hypothesis:

df = 5, p-value = 1.4e-13

true mean is not equal to 0

95 percent confidence interwval:

12789790 1

28882

24

sample estimates:

mean of x
12839007

Se recha (Ho: M = 0) ya que el P-Valor es menor que el (o = 0,05) y no hay suficiente evidencia estadistica

para afirmar que el promedio es igual acero. El promedio es diferente de cero con un valor de (12839007)

para la concentracion de (0,020 mg/mL) del principio activo con un limite de confianza de (12789790 a

12888224) al 95%, comprobando que el método analitico cumple con el parametro de precision.
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6.3. EXACTITUD

6.3.1. Determinacion del t experimental

> EXD
[-11 [-2] [-3]
1,1 "eo0O™ "FTO00T43" Tio00.0"™
2,1 "eo™ nTT42639" Tio00.5"™
[Z,]1 ™eo™ "FTaeds>a" "io00.7"
(4,1 ™io00™ "13087736™ "l10l1.8"
[=2,] ™i0Q0™ "iz9is8911™ "100.&6"™
[&,] ™iQo™ ™"12713630™ "S5.0"
[7,]1 ™i140™ "183&67699"™ ™"ioz.2"
[g,1 ™i40"™ "18301478"™ "101.8"
[2,]1 ™i40™ "17760203™ ™"S8.8"
» Promedio=c (sprintcf("3%.1f", azs.numeric (mean (RECUPERACTOMN) ) ) )
> Promedio
[1] "100.&6"™
> Desviacion Estandar=c (sd(REECUFPERACION) )
> Desviacion Estandar
[1] 1.220596
> RED=sprintf ("%.3f", as.numeric(sd(RECUPERACICN)  /mean (RECUPERACION) *100) )
> RED
[11] "1i.z2i3"™
> n=length (EXACTITUD)
> n
[11 %o
> ©_Tab= (gt (0.975, length (EXACTITUD) -1} )
> ©_Tab
[1] 2.306004
> t_ Exp=(abs( (mean (RECUPERACICN) -100)* (sgrt (length (EXACTITUD) )/ (2d (RECUPERACICHN) /mean (RECUPERACICN) *100) ) ) )
> t_Exp
[1] 1.543689
> CONCLUSION=if (t_Exp < t_Tab) cat("5i cumple™) else stop("No cumple ™)
5i cumple> FINTERVALO DEL % DE RECUPERACION 97,0-103,0%
> CONCLUSION=if (mean (RECUPEERACICHN) < 103 & mean (RECUPERACION) > 27) cat("Si cumple") el=se =stop ("Ho cumple “no")
5i cumple:>

43



No se rechaza (Ho: %R = 100,0%) ya que el porcentaje de recuperacién no es significativamente diferente
del 100,0% en la exactitud entre replicas y niveles de las concentraciones del 60,0%, 100,0% y 140,0% al
95% de confianza. Se comprueba bajo la evidencia experimental que el método analitico cumple con el
pardmetro de exactitud con un resultado de 100,6% el cual se encuentra también entre la especificacion de
97,0% y 103,0% para principios activos farmacéuticos.

6.3.2. Test de Cochram

» Varianzas

[1] 952784467 35099578137 111065206080
> G Exp=max (Varianzas)/sum(Varianzas)

> G_Exp

[1] 0.7549485

> G_Tab=0.871

» librarv(outliers)

> cochran.test (Varianzas,c(3,3,3))

Cochran test for outlying wvariance

data: Varianzas
C=0.7548, df = 3, k = 3, p-value = 0.1802
alternative hypothesis: Group 3 has outlying variance
sample estimates:
1 2 3
952784467 35099578137 111069206080

>
> CONCLUSION=if (G Exp « G_Tab) cat("5i cumple™) else stop("No cumple Ya™)
51 camplebl

No se rechaza (Ho: 612 = o,° = 63%, El grupo tiene una varianza homogénea) ya que el P-Valor es mayor
que el (o = 0,05) y no hay suficiente evidencia estadistica para afirmar que el nivel de los grupos de
concentraciones del 60,0%, 100,0% y 140,0% no afectan el porcentaje de recuperacion de la
concentracion del principio activo y no existe diferencia estadisticamente significativa entre varianzas a
un nivel del 95,0% de confianza. Se comprueba bajo la evidencia experimental que el método analitico

cumple con el pardmetro de exactitud.
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6.4. LINEALIDAD DEL SISTEMA
6.4.1. Rango de concentracion

$LINEALIDAD DEL SISTEMA

RANGO mg Sobre ml=c((Concentracion mg Sobre mL*0.6), (Concentracion mg 3obre mL*1.4))
RANGO mg Sobre mL

¥
¥
> Concentracion mg Sobre ml=c(0.020)
¥
¥
[1] 0.012 0.028

La validacion se realizd en un rango de concentracion de (0,012 a 0,028 mg/mL) del principio activo,
obteniendo una curva de calibracion de cinco puntos con concentraciones del 60,0%, 80,0%, 100,0%,
120,0% y 140,0% de la concentracién nominal del 100,0% que es 0,020 mg/mL.

[.11 [-2]
.012 7852516
012 798321
.016 10111043
.016 10143060
.020 13090380
.020 12915094
.024 15849840
.024 15460556
.028 18132008
[10,] ©0.028 18102859
> regrezionl3=1lm(formula (RESPUESTA INSTRUMENTAL 15 ~ CONCENTRACION mg Sobre ml, data = L3))
> regresionL3

o
~
bt
[ O T e e Y O e

Call:
lm(formula = formula (RESPUESTA INSTRUMENIAL LS5 ~ CONCENTRACION mg Sobre mL,
data = L5))

Coefficients:
{Intercept) CONCENTRACION mg Sobre mL
-170561 655306812

> Intercepto LS5=c(sprintf ("%.1f", as.numeric(regresionLSfcoefficients[1]]}]))
> Intercepto_ L5
[1] ™-1705&0.5"
> Pendiente_L5=c (gprintf("%.1f", as.numeric(regresionlSfcoefficient=[2])))
> Pendiente L3
[1] "&55306912.5"
> Coeficiente De Correlacion L3=cor(L3)
> Coeficiente De Correlacion L3
[.11 [.2]
[1,] 1.0000000 0.9991882
[2,] ©0.99881882 1.0000000
> NL?EL_DE_CD:fia:za_ﬁ;fa=c(0.0Sj
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La regresion lineal obtenida para la linealidad del sistema por las concentraciones del 60,0%, 80,0%,
100,0%, 120,0% y 140,0% de la concentracion es satisfactoria al 95,0% de confianza. Esta se
complementa mediante el siguiente grafico.

1.2e+07 1.4e+07 1.8e+07 1.8Be+07

RESPUESTA_INSTRUMENTAL_LS

1.0e+07
o

8.0e+06
1

T T T
0.015 0.020 0.025

CONCENTRACION_mg_Sobre_mL

Grafico 1: Curva de calibrado de la linealidad del sistema.

El grafico 1, nos muestra la siguiente informacion:
Tipo de Curva de primer orden.

Coeficiente de correlacién R: 0,9991, satisfactorio.
. mg
Respuesta Instrumental = 655306912,5 X | Concentracion (E) —170560,5

Ecuacion 4: Ecuacion de la linealidad del sistema.
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6.4.2. Test para el coeficiente de correlacion

> t_Tab=qt(0.975,length (RESFUESTA INSTRUMENTAL L5)-2)

>t Tab

[1] 2.306004

» cor.test | (L3)[,1], (L3)[,2], method = "pearzon", alternative = "two.zided", exact = NULL, conf.level = 0,35)

Pearson's product-moment correlation

data: (LS)[, 1] and (LS)[, 2]
t = 70,1527, df = 8, p-value = 1.898e-12
alternative hypothesis: true correlation is not equal to 0
95 percent confidence interval:
0.9964331 0.9998154
zample estimates:
cor
0.9991882

Al realizar el test para el coeficiente correlacion se obtuvo un R de (0,9991) por lo cual se recha (Ho: R =
0), ademas que el P-Valor es menor que el (a = 0,05) demostrando que no hay suficiente evidencia
estadistica para afirmar que la respuesta instrumental no explica bien a la concentracion (mg/mL) de
principio activo. Se comprueba bajo la evidencia experimental y estadistica que el método analitico

cumple con el pardmetro de linealidad del sistema.

6.4.3. Test para la pendiente y test de convergencia al origen

> summary (regresionl5)

Call:
Im(formula = formula (RESPUESTA THNSTRUMENTAL 1.5 ~ CONCENTRACTON mg Sobre ml.,
data = L5))

Residuals:
Min 1 Median 30 Max
-203307 -90956 -—-33254 117401 283035

Coefficients:

Estimate 5td. Error t walue Pr(>|t])
[Intercept) -170561 194152 -0.878 0.405
COMCENTRACICN mg Sobre ml 655306913 9341155 70.153 1.9%9e-12 #*=%

SBignif. codes: 0 ‘&&%r 0 _QQ1 “®%r Q.01 % 0.05 *.F 0.1 * r 1
Residual standard error: 167100 on 8 degrees of freedom

Multiple B-sguared: 0.9%984, Adjusted R-sguared: 0.9%982
F-statistic: 48921 on 1 and & DF, p-value: 1.8%8e-12
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Al realizar los test se obtuvo que la pendiente es estadisticamente diferente de cero con un valor proximo
de (655306913) por lo cual se recha (Ho: B, = 0), ademéas el P-Valor es menor que ¢l (a0 = 0,05)
demostrando que no hay suficiente evidencia estadistica para afirmar que la pendiente es
significativamente igual a cero. Se confirma ademas que el t experimental (70,153) es mayor que la t de
tabla (2,306) obtenida anteriormente con una confianza del 95,0%.

Por otra parte se obtuvo que el intercepto tiene un valor proximo de (— 170561) por lo cual no se recha
(Ho: By = 0) debido a que el t experimental (-0,878) es menor que la t de tabla (2,306) obtenida
anteriormente por lo cual el intercepto no es significativamente y estadisticamente diferente de cero. Con
esto se demuestra que hay suficiente evidencia estadistica para afirmar que el intercepto converge al
origen con una confianza del 95,0% y que el método analitico cumple con el pardmetro de linealidad del
sistema con un R? de (0,9982).

6.4.4. Analisis de varianza para la regresién y prueba de normalidad
> anova(regresionl5)
Analy=iz of Variance Table

REesponse: RESPUESTAE TINSTRUMENTAL L5

Df Sum S5g Mean S5g F walue Br(>F)
CONCENTRACION mg Sobre mL 1 1.3742e+l4 1.3742e+l4 43521.4 1.898e-12 ***
REesiduals= 8 2.2338e+11 2.7922e+10

Signif. codesz: 0 *‘#*#%f 0,001 *#*f 0,01 **f 0.05 *.* 0.1 * " 1

Al realizar el test no se recha (Ho: U; = U,) debido a que se obtuvo un F experimental (4921,4) mayor a su
P-Valor (1,898e-12) por lo cual se demuestra primero que no hay diferencias significativas entre las
réplicas de un mismo nivel de concentracién y segundo que si hay diferencias significativas entre los
diferentes niveles de concentracién, lo cual muestra que la linealidad del sistema es un modelo que
representa muy bien la correlacion entre la respuesta instrumental y la concentracion (mg/mL) sin desvié

de la linealidad con una confianza del 95,0%.
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Por otra parte también se puede reafirmar del ANOVA que al tener un F experimental (4921,4) mayor a
su P-Valor (1,898e-12) se recha (Ho: B, = 0) demostrando que la pendiente es estadisticamente diferente
de cero con una confianza del 95,0%. Luego el grafico de los residuales es:

2.0

1.5

residuos
-0.5 0.0 0.5
o

-1.0

T T T T T T
8.0e+06 1.0e+07 1.2e+07 1.4e+07 1.6e+07 1.8e+07

valores.ajustados

Grafico 2: Residuales de la linealidad del sistema.

El grafico 2, nos muestra que los residuos de la regresion lineal del sistema no tienen un patron especial

por lo que la homocedasticidad de la linealidad resulta una hipétesis razonables.
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Normal Q-Q Plot

0.0 05 1.0 1.5 2.0
1 |
o

Sample Quantiles

-0.5
1

-1.0

Theoretical Quantiles

Grafico 3: Q-Q Plot de la linealidad del sistema.

El grafico 3, nos muestra cuan cerca y alineados estan los datos de la regresion lineal del sistema de

distribuirse normales.

6.4.5. Test de Shapiro-Wilk

» shapiro.test (regresionliszreziduals)
Shapiro-Wilk normality test

data: regresionlL3%residuals
W=10.94, p-value = 0.5533

Al realizar el test se obtuvo que el P-Valor es mayor que el (o = 0,05) demostrando que hay suficiente
evidencia estadistica para afirmar que los datos de la regresion lineal del sistema se distribuyen normal
con una confianza del 95,0% por lo cual no se recha (Ho: Y ~ N (u; o)). Se comprueba que el método

analitico cumple con el parametro de linealidad del sistema.
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6.4.6. Limites de confianza para la pendiente y el intercepto

> confint (regresionlL3)

2.5 % 97.5 %
(Intercept) —-618276.5 277155.4
CONCENTRACION mg Sobre ml 633766170.7 B6T6E4T765%.3
> confint (regresionl5, lewvel = 0.9)

5% 95 %
(Intercept) -2315%96 150474.9

CONCENTERLCICH mgy Sobre ml 637336586 6T26TT238.7

6.4.7. Test de Breusch-Pagan

> bptest (regreszionli)
studentized Breusch-Pagan test

data: regresionL3
BEF = 0.0094, df = 1, p-value = 0.9226

Al realizar el test no se recha (Ho: Var (€) = 6°) debido a que el P-Valor es mayor que el BP, demostrando
rotundamente que hay suficiente evidencia estadistica para afirmar que la varianza es constante en el
modelo de la regresion lineal del sistema con una confianza del 95,0%. Se comprueba que el método

analitico cumple con el parametro de linealidad del sistema.

6.4.8. Test de Durbin-Watson

> durbinWatszonTest (regresionl5, max.lag=2)
lag Autocorrelation D-W Statistic p-value

1 -0.08585755 2.052747 0.780
2 -0.09037210 2.032172 0.9548
Alternative hypothesis: rho[lag] '= 0

Al realizar el test no se rechaza (Ho: p = 0), demostrando rotundamente que hay suficiente evidencia
estadistica para afirmar que no hay ausencia de correlacion en los residuos del modelo de regresion del

sistema, debido a que D-W toma valores proximos a 2 con una confianza del 95,0%.
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6.5. LINEALIDAD DEL METODO

6.5.1. Rango de concentracion

WO N W

[1] 0.012 0.028

fLINEALIDAD DEL ME

AT
LAY

Concentracion mg Sobre mL=c(0.020)
RANGO mg Sobre ml=c|( (Concentracion mg Sobre mL*0.6), (Concentracion mg Scbre mL*1.
RANGO mg Sobre mL

4]

La validacion se realizd en un rango de adicion y recuperacion de concentraciones de (0,012 a 0,028

mg/mL) del principio activo, obteniendo una curva de calibracion de cinco puntos con concentraciones a
recuperar del 60,0%, 80,0%, 100,0%, 120,0% y 140,0% de la concentracién nominal del 100,0% que es

>
> regrezionlM2=1m(formula (RESPUESTA INSTRUMENTAL LM ~ mg Sobre mL A
F

lm(formula = formula (RESPUESTR INSTRUMENTAL LM ~ mg Sobre ml ADICICNADC,

0,020 mg/mL.
> IM
[,11 [r21] [,31]

[1,] ©0.012 77%2038 0.0121508%
[2,] 0.012 7666062 0.01195871
[3,] 0.016 101859400 0.01580933
[4,] 0.016 10261117 0.01591877
[5,] 0.020 12539423 0.02000587
[6,] 0.020 12761378 0.01973417
[7,] 0.024 15528249 0.02395642
[8,] 0.024 15430705 0.02380757
[9,] 0.028 18184352 0.02800970

[10,] D0.028 18272178 0.02814367

F
regresionlM2

Call:

data = LM2))
Coefficients:
(Intercept)

> Coeficiente De Correlacion LM=cor (LM2)

-223850

mg_Sobre mL ADICIONADO

> Coeficiente De Correlacion LM

[1]

[-2]

[1,]1 1.0000000 0.9997329
[2,] 0.9997328 1.0000000
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La regresion de la respuesta instrumental frente a la cantidad adicionada de principo activo nos confirma
una una curva de primer orden, con coeficiente de correlacion R (0,9997) satisfactorio y ecuacion:

m
Respuesta Instrumental = 656317212 X (Adicion (m—i)> — 223850

Ecuacion 5: Ecuacion de la linealidad del método.

> regresionlM

Call:
Im{formula = formula(mg Sobre ml RECUPERADD ~ mg Sobre ml ADICTICHADO,
data = LM3))

Coefficients:
(Intercept) mg_ Sobre mL ADICICHADC
-8.132e-05 1.002e+00
> Intercepto_LM=c(sprintf("%.8f", as.numeric(regresionlMicoefficient=[1])]))

> Intercepto LM
[1] "-0.00008B132"
> Pendiente LM=c(sprintf ("%.3f", as.numeric(regresionlMscoefficients[2])}]))
> Pendiente LM
[1] ™i1.o0o02"
> Coeficiente De Correlacion LM=cor (LM3)
> Coeficiente De Correlacion LM
[-1] [-2]
[1,] 1.0000000 0.9997329
[2,] ©0.999732%9 1.0000000
> Niwvel De confianza Alfa=c(0.05)

Por otra parte la regresion de la cantidad recuperada de principo activo frente a la cantidad adicionada de
principo activo nos confirma una curva de primer orden, ver el grafico 4, coeficiente de correlacion R

(0,9997) satisfactorio con una confianza del 95,0% y ecuacion:
o mgy\ . (mg
(Recuperacmn (ﬁ)> = 1,002 X (AdlCIOI’I (E)> —0,00008132

Ecuacion 6: Ecuacion de la recuperacion de la linealidad del método.
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RECUPERADO
0.025
|

mg_Sobre_mL_|
0.020
Il

0.015
1

T I I
0.015 0.020 0.025

mg_Sobre_mL_ADICIONADO

Grafico 4: Curva de calibrado de la linealidad del método.

6.5.2. Test para el coeficiente de correlacion

» n=length (RESFUESTA INSTRUMENTAL LM)

*n

[1] 10

> t Tab=qt (0.975, length (RESFUESTA INSTRUMENTAL LM)-2)

>t Tab

[1] 2.306004

> cor.test | (LM3) [,1], (LM3)[,2], method = "pearson”, alternative = "two.szided", exact = NULL, conf.level = 0.83

Pearson's product-moment correlation

data: (IM3)[, 1] and (IM3)[, 2]
t = 122,3441, df = 8, p-value = 2,22e-14
alternative hypothesis: true correlation iz not egual to O
95 percent confidence interval:
0.9988252 0.9999333
sample estimates:
cor
0.9997329

Al realizar el test para el coeficiente correlacion se obtuvo un R de (0,9997) por lo cual se recha (Hy: R =
0), ademas que el P-Valor es menor que el (a = 0,05) demostrando que no hay suficiente evidencia
estadistica para afirmar que la cantidad recuperada de principo activo no es igual a la cantidad adicionada
de principo activo. Se comprueba bajo la evidencia experimental y estadistica que el método analitico

cumple con el pardmetro de linealidad del método.
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6.5.3. Test para la pendiente y test de convergencia al origen

> summary (regresionLM)

Call:

lmi{formula = formula (mg Sobre ml RECUPERADC ~ mg Scobre ml ADICTOHNADRC,
data = LM3)})

Fesiduals:
Hin 19 Hedian 3Q HMax
-2.153e-04 -1.067e-04 1.113e-05 5.423e-05 2.138e-04

Coefficients:

Eztimate 5td. Error t walue Pr(>|t]]
[Intercept) -8.132e-05 1.701le-04 -0.478 0.645
my Sobre ml. ADTCTONADO 1.002e+00 B.186e-03 122.344 2.23e-14 =&«

Signif. codes: g Mw&%r Q.001 **%* Q.01 *=f 0.0 *." 0.1 * " 1

Residual =standard error: 0.0001464 on 8 degrees of freedom
Multiple R-sguared: 0.99395, Adjusted RE-sqguared: 0.9994
F-=tatistic: 1.497e+04 on 1 and & DF, p-value: 2.227e-14

Al realizar los test se obtuvo que la pendiente es estadisticamente igual a uno con un valor proximo de
(1,002) por lo cual no se recha (Ho: B, = 1), ademas el P-Valor es menor que el (o = 0,05) demostrando
gue no hay suficiente evidencia estadistica para afirmar que la pendiente es significativamente diferente
de uno. Se confirma ademas que el t experimental (122,344) es mayor que la t de tabla (2,306) obtenida

anteriormente con una confianza del 95,0%.

Por otra parte se obtuvo que el intercepto tiene un valor proximo de (-0,00008132) por lo cual no se
recha (Ho: B; = 0) debido a que el t experimental (—0,478) es menor que la t de tabla (2,306) obtenida
anteriormente por lo cual el intercepto no es significativamente y estadisticamente diferente de cero. Con
esto se demuestra que hay suficiente evidencia estadistica para afirmar que el intercepto converge al
origen con una confianza del 95,0% y que el método analitico cumple con el parametro de linealidad del
método con un R? de (0,9994).

55



6.5.4. Andlisis de varianza para la regresion y prueba de normalidad

> anova (regresionLM)
Analyzis of Variance Table

Responsze: mg Sobre ml RECUPERADO

Df Sum Sg Mean 5q F walue Er (>F)
my Sobre ml. ADTCTONADD 1 0.00032053 0.00032095 148968 2.227e-14 ##*
Reziduals g8 0.00000017 0.00000002

Signif. codes: 0§ “#*#%#*f 0.001 *##7 0,01 **f 0.05 *." 0.1 * " 1

Al realizar el test no se recha (Ho: U; = U,) debido a que se obtuvo un F experimental (14968) mayor a su
P-Valor (2,227e-14) por lo cual se demuestra primero que no hay diferencias significativas entre las
réplicas de un mismo nivel de concentracion y segundo que si hay diferencias significativas entre los
diferentes niveles de concentracion, lo cual muestra que la linealidad del método es un modelo que
representa muy bien la correlacion entre la cantidad adicionada y la cantidad recuperada de principio

activo sin desvi6 de la linealidad con una confianza del 95,0%.
Por otra parte también se puede reafirmar del ANOVA que al tener un F experimental (14968) mayor a su

P-Valor (2,227e-14) no se recha (Ho: B, = 1) demostrando que la pendiente es estadisticamente igual a

uno con una confianza del 95,0%. Luego el grafico de los residuales es:
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0.015 0.020 0.025

valores ajustados

Grafico 5: Residuales de la linealidad del método.

El grafico 5, nos muestra que los residuos de la regresion lineal del método no tienen un patron especial
por lo que la homocedasticidad de la linealidad resulta una hipétesis razonables.

Normal Q-Q Plot

1.5

Sample Quantiles

T T T T T T T
-15 -10 05 00 05 10 15

Theoretical Quantiles

Grafico 6: Q-Q Plot de la linealidad del método.

El grafico 6, nos muestra cuan cerca y alineados estan los datos de la regresion lineal del método de

distribuirse normales.
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6.5.5. Test de Shapiro-Wilk

> shapiro.test (regresionlMiresiduals)
Shapiro-Wilk normality test

data: regresionlMiresiduals
W= 0.9573, p-value = 0.7547

Al realizar el test se obtuvo que el P-Valor es mayor que el (o = 0,05) demostrando que hay suficiente
evidencia estadistica para afirmar que los datos de la regresion lineal del método se distribuyen normal
con una confianza del 95,0% por lo cual no se recha (Ho: Y ~ N (u; o)). Se comprueba que el método
analitico cumple con el pardmetro de linealidad del método.

6.5.6. Limites de confianza para la pendiente y el intercepto

» confint (regresionlM)

2.5 % 97.5 %
(Intercept) -0.0004736828 0.000311043
mgy Sobre mL ADICIONADO 0.9826641506 1.020419230
> confint (regresionlM, lewvel = 0.9)

0% 35 %
(Intercept) -0.000397719 0.00023507892

mg Sobre ml ADICICHNADD 0.9863182360 1.0167644204

6.5.7. Test de Breusch-Pagan
> bptest (regresionlM)
studentized Breusch-Pagan test

data: regresionLM
BF = 0.051%, df = 1, p-value = 0.8198

Al realizar el test no se recha (Ho: Vi (€) = 6°) debido a que el P-Valor es mayor que el BP, demostrando
rotundamente que hay suficiente evidencia estadistica para afirmar que la varianza es constante en el
modelo de regresion lineal del método con una confianza del 95,0%. Se comprueba que el método

analitico cumple con el pardmetro de linealidad del método.

58



6.5.8. Test de Durbin-Watson

> durbinWat=zonTest (regresionlM, max.lag=2)
lag Autocorrelation D-W Stati=stic p-value

1 —0.0417F7106 1.6249498 0.286
2 —0.1538511% 1.832608 O.820
Alternative hypothesis: rhol[lag] '= 0

Al realizar el test no se rechaza (Ho: p = 0), demostrando rotundamente que hay suficiente evidencia
estadistica para afirmar que no hay ausencia de correlacion en los residuos del modelo de regresion del
método, debido a que D-W toma valores proximos a 2 con una confianza del 95,0%.

6.6. LIMITE DE DETECCION Y LIMITE DE CUANTIFICACION TEORICOS
#LIMITE DE DETECCION ¥ CUANTIFICACION

>
>
> n=length (RESPUESTA INSTRUMENTAL L3)
> n
[1] 10
> Intercepto L3=regresionlSfcoefficients[1]
> Intercepto LS
{Intercept)

-170560.5
> Pendiente L3=regresionl3%coefficients[2]
> Pendiente_ L3
CONCENTRACTION mgy Sobre mL

655306912

> Desviacion Estandar De Los |
> Desviacion Estandar De Los |
[1] 1&7098.7
> Coeficiente Limite De Deteccion=c(3)
Coeficiente Limite De Cuantificacion=c (10)

SRl

Limite De Deteccion mg Sobre ml=c(Coeficien
Limite De Deteccion mg_ Sobre ml
COMNCENTRACION mg Sobre mL

0.0007649835

0N W NN

>
> Limite De Cuantificacion mg Sobre ml=c (Coef
> Limite De Cuantificacion mg Sobre ml
CONCENTRACICN mg Scobre mL

0.002549945

El método quimico analitico validado por HPLC para la identificacion y valoracion del principio activo
Montelukast sddico en tabletas por R para un laboratorio de ciencias farmacéuticas colombiano, presenta

como minima concentracion instrumental detectable (0,0007649835 mg/mL).

59



Por otra parte la minima concentracion instrumental cuantificable con un criterio de exactitud y presion es
de (0,002549945 mg/mL). Se comprueba bajo la evidencia experimental y estadistica que el método
analitico cumple con el parametro de limite de deteccion y limite de cuantificacion.

6.7. PRECISION INTERMEDIA

6.7.1. Precision intermedia analista 1 - dia 1

Peso Estandar Montelukast En m
Potencia estandar Montelukast
Factar_de_di;:cié=c[[SGH;GELL
Feso Promedio mg Sobre tab=c(225.
Peso muestra 1 mg=c(22&.2)
Peso_muestra 2 mg=c(225.1)

Pezso muestra 3 mg=c(226.8)

Factor conversion Motelukast Scodico_a Mon
Cantidad Eticquetada mg=c (10)

#Lote estandar Montelukast=FO0J342

WONON N OWON N YN Y

De acuerdo a las anteriores condiciones se obtuvo que la valoracion del principio activo por el analista

uno en el dia uno arrojo los siguientes resultados:

obre tab=c|((mg_ Sobre tabk l+mg Sobre tab 2Z+mg Sobre

> Promedio mg _
obre tab

> Promedio mg
[1] 1D0.D04423
> Al= data.frame (M1 Porcentaje,M2 Porcentaje,M3 Porcentaje)
> Promedio Porcentaje=mean (as.numeric(Al})
> Promedio Porcentaje
[1] 100.4423

D=gprintf("%.1f", as.numeric(sd(Al) /Promedio Porcentaje~100) )

pu}
pu}

De los resultados se comprueba bajo la evidencia experimental y estadistica para el analisis de tres
muestras que la valoracion del principio activo obtenida es de (10,0442 mg/mL) equivalente a un 100,4%
con un RSD de 0,7%, el cual es menor al 2,0% establecido como maximo para un principio activo

farmacéutico en un laboratorio colombiano.
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6.7.2. Precision intermedia analista 2 - dia 2

Vol O NNV YW Y Y Y

-

Pesa_Esté:dar_Hn:te;:kast_E:_ng=cj;G.;]

Potencia estandar Montelukast B.H=c(393.4)

Eacta:_de_di;:ciﬁ=c[[EG*;GELJE['G*EG;LJ]
|

Peso Promedio mg Sobre tab=c(225.
Peszo muestra 4 mg=c(226.8)

FPezo muestra & mg=c(22&6.0)

Peso muestra & mg=c(226.0)

Factor conversion Motelukazt Sodico_a Mont
Cantidad Etiguetada mg=c (10)

#Lote estandar Montelukast=FOJ342

[ Y %

De acuerdo a las anteriores condiciones se obtuvo que la valoracion del principio activo por el analista

dos en el dia dos arrojo los siguientes resultados:

[1] 10.0259

lobal=c|( (mg_Sobre_ tab 4+mgy Sobre tab 5+m

> A2= data.frame (M4 Porcentaje, M5 Porcentaje,Mé Porcentaje)
> Promedio Porcentaje=mean(asg.numeric (A2))
> Promedio Porcentaje

[1] 100.259

=gprintf ("%.1f", as.numeric(sd(Al)/Promedic Porcentaje*100) )

De los resultados se comprueba bajo la evidencia experimental y estadistica para el analisis de tres

muestras que la valoracion del principio activo obtenida es de (10,0259 mg/mL) equivalente a un 100,3%

con un RSD de 1,8%, el cual es menor al 2,0% establecido como maximo para un principio activo

farmacéutico en un laboratorio colombiano.
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6. CONCLUSIONES

El método analitico validado cumple con los criterios estadisticos establecidos. Por lo tanto, se
evidencia que el método es apto para la identificacion y valoracion del principio activo en dicho
producto en el control de calidad y en estudios de estabilidad para laboratorios de ciencias

farmacéuticas colombiano.

El método analitico validado se degrada bajo las condiciones acida, oxidativa y fotolisis, ver
numeral (6.1.2). Evidenciando que hay variacidn en el tiempo de retencion y en la identificacidn

del principio activo en dicho producto, comprobando que el método validado es especifico.

La precisién del sistema es diferente de cero y presenta un RSD menor al 1,5%, comprobando

que el método validado es selectivo, ver numeral (6.2).

El método validado se comprueba que es significativo y estadisticamente exacto por presentar una
recuperacién de 100,6%, la cual se complementa mediante un test de Student, ver numeral (6.3.1)
y Cochram con varianza homogénea para los tres grupos de concentraciones de 60,0%, 100,0%,

y 140,0% evaluados, ver numeral (6.3.2).

La linealidad del sistema y método presento un rango de concentraciones de (0,012 a 0,028
mg/mL) del principio activo, ver numeral (6.4.1 y 6.5.1), con una regresion lineal de orden uno
aceptable para cada caso con un coeficiente de correlacién mayor a (0,995) y con convergencia al

origen con una confianza del 95,0%, ver grafico 1y 4.

La linealidad del sistema y método presento cada una en su modelo de regresion lineal datos
normales, con varianza constante e independencia. Los cuales fueron comprobados estadistica y
significativamente mediante el analisis de ANOVA, ver numeral (6.4.4 y 6.5.4), grafico 3y 6 de
Q-Q plot, grafico 2 y 5 de residuales, test de Shapiro-Wilk numeral (6.4.5 y 6.5.5), test de
Breusch-Paga numeral (6.4.7 y 6.5.7) y test de Durbin-Watson numeral (6.4.8 y 6.5.8) con una

confianza del 95,0%.
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El limite de deteccién y limite de cuantificacion son satisfactorios, ya que estos arrojaron una
concentracién muy baja de deteccion y cuantificacion del orden de (mg/mL) lo cual hace que el
método quimico analitico validado para un laboratorio de ciencias farmacéuticas colombiano sea

muy selectivo y sensible, ver numeral (6.6).
La precision intermedia comprobé que se obtuvo un RSD menor al 2,0% establecido, teniendo en

cuenta las variaciones de personal, tiempo y condiciones ambientales del laboratorio en el cual se

valido el método, ver numeral (6.7.1y 6.7.2).
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7. RECOMENDACIONES
Se recomienda ampliar el analisis estadistico en R ya no para una valoracion de un principio
activo, sino para la valoracion de una gastroresistencia, valoracion de dos activos y/o valoraciones

con estandar interno.

Se recomienda un manejo de nimero de cifras significativas en los resultados ya que muchos de

los test y comandos individuales arrojan valores proximos y otros con una cifra decimal o mas.
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ANEXOS

Promedio o media aritmética:

1 n
X = ; in
i=1
Varianza:
52 — 0_2 — Z?Zl(xi - f)2
n—1
Covarianza:
n
1 _ _
Sey == D (5 = DO ~ P
i=1

Desviacion estandar o tipica:

Coeficiente de variacion:

RSD:

Kl »n

% RSD = (CV x 100) = = x 100

Recuperacion o exactitud: o = Valor de referencia o “real” Considerado como verdadero

X —w
%R:100—| |

El estadistico de prueba con distribucion t con (n-1) grados de libertad es,

1 n

, n
toxp = — R; | —100 | x
exp (nz l) %RSD

=1

Cochran:

S2 0x _ el mayor SZ
S24+SE+SE++SE Yk S?

Ccochran = GExp =

Las varianzas de un conjunto de k grupos del mismo tamafio p y v = p-1, al nivel de significacion
prefijado (a = 0,05) y G (k = 3, p = 3).
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Valores criticos para el estadistico Ccociran
(Nivel de significacion a = 0,05)

v=p —1
I 2 3 e 5 6 7 & o o 16 36 r44 i

k
2 | 09985 [ 09750 [ 09392 | 09057 | 0.8772 | 0.8534 | 0.8332 [0.8159 [ 08010 | 0.7880 | 0.7341 | 0.6602 [ 0.5813 | 0.5000
3 | 09669 [ 08709 [ 0.7977 | 0.7457 | 0.7071 | 0,6771 | 0,6530 [0.6333 [ 06167 | 0.6025 | 0.5466 | 04748 [ 0.4031 | 0.3333
4 | 09065 [ 0.7679 [ 0.6841 | 06287 | 0.5895 | 0,5598 | 0,5365 [0.5175 [ 0.5017 | 0.4884 | 0.4366 | 0.3720 [ 0.3093 | 0.2500
5 | 08412 [ 06838 [ 0.5981 | 0.5441 | 0.5065 | 0.4783 | 04564 [ 0.4387 [ 04241 | 04118 | 0.3645 [ 03066 [ 0.2513 | 0.2000
6 | 07808 [ 06161 [ 0.5321 | 04503 | 0.4447 | 0.4184 | 03980 (03817 [ 03682 | 0.3568 | 0.3135 [ 0.2612 [ 0.2119 | 0.1667
7 | 0.7271 | 05612 | 04800 | 04307 [ 03974 | 0.3726 | 0.3535 | 0.3384 | 0,3259 | 03154 [ 0.2756 | 0.2278 | 01833 | 0.1429
8§ | 0.6798 [ 05157 [ 04377 | 03910 | 0.3595 | 0,3362 [ 03185 [0.3043 [ 0.2926 | 0.2829 | 0.2462 | 0.2022 [ 0,1616 | 0.1250
0.6385 [ 0.4775 | 0.4027 | 0.3584 | 0.3286 | 0.3067 [ 0.2901 |0.2768 | 0.2659 | 0.2568 | 0.2226 | 0.1820 | 0.1446 | 0.1111
10 | 06020 | 04450 | 03733 [ 0.3311 [ 03029 | 0.2823 | 0.2666 | 0.2541 | 0,.2439 |0.2353 [ 0.2032 | 0.1655 | 01308 | 01000
12 | 05410 | 0.3924 | 0.3264 [ 02880 [ 02624 | 0.2439 | 0,2299 | 0.2187 | 0.2098 | 0.2020 [ 0,1737 | 0.1403 | 01100 | 00833
I5 | 04709 | 03346 | 0.2758 [ 0.2419 [ 0.2195 | 0.2034 [ 01911 |0.1815 | 0,1736 |0.1671 [ 0,1429 | 0.1144 | 0.0889 | 0.0667
20 | 03894 | 02705 | 0.2205 [ 01921 [ 0,1735 [ 01602 [ 01501 |0.1422 | 0,1357 |0.1303 [ 0.1108 | 0.0879 | 0.0675 | 0.0500
24 | 03434 | 02354 | 0,1907 [ 01656 [ 0,1493 [ 0.1374 [ 01286 |0.1216 | 0,1160 |0.1113 [ 0.0942 | 0.0743 | 00567 | 0.0417
30 | 0.2929 | 01980 | 0,1593 [ 0,1377 [ 0,1237 [ 01137 [ 0,1061 |0.1002 | 0,0958 | 0.0921 [ 00771 | 0.0604 | 00457 | 0.0333
40 | 02370 | 01576 | 01259 [ 0,1082 [ 00968 | 0.0887 [ 00827 | 0.0780 | 0.0745 | 0.0713 [ 0.0595 | 0.0462 | 0.0347 | 0.0250
60 | 01737 | 0.1131 | 00895 [ 0.0765 [ 00682 | 0.0623 [ 00583 | 0.0552 | 0,0520 | 0.0497 [ 0.0411 | 0.0316 | 0.0234 | 0.0167
120 [ 00998 [ 0.0632 | 00495 | 0.0419 | 00371 | 0,0337 [ 0,0312 [0.0292 [ 00279 | 0.0266 | 0.0218 | 0.0165 [ 0.0120 | 00083
. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Minimos Cuadrados:

Medicion X; yi x? y? XY
A Xq Ya x4 Vi XaYa
B Xb Yb xp Vi XpYVb
C X Ye x¢ vé XcYe
n in ZY:‘ lez Zylz in}’i
Promedio X y - - -
Desviacion estandar Sxx Syy - - Sxy

Linealidad:
Y = ,81 +‘82X+ gij

Coeficiente de correlacion de pearson:

R = XXy — nxy _ nY.xyi — XX nYi _ Sxy
i (n —1)S,S, v SxxSyy

nyx?—Ex)’ nIyt-Cy)?

_ Yisi(xi — O — P

(n—1)S,S,
El estadistico de prueba con distribucion t con (n-2) grados de libertad es,
— R
exp — 1 — R2
n—2
Pendiente:
8, = LyiXxi—nxxyi _ X — DG —Y) _ Sxy
2 Cx)> —nYx? X(x; — X)? Sxx

El estadistico de prueba con distribucién t con (n-2) grados de libertad es,

B Ba
exp
% (Ey2) - BTy - BZxon)
-2

<(Z xlz) -QXxX xi))
n
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Intercepto:

El estadistico de prueba con distribucién t con (n-2) grados de libertad es,

f B b
“or SBa -
((35.)" % (7))
n

Error:
n
Sxy = inYi_ nxy
i=1
n
Syx = inz — ni?
i=1
Residual:

e yi—7Y

n
Zei =0
=1

i

Suma de cuadrados de la regresién:
n
SCR = Z(Y — )2
i=1
Suma de cuadrados de los residuales:
n
SCE= ) (= )2
i=1
Suma de cuadrados totales:

n
SCT = E(yl- — 5)? =SCR + SCE

=1
Cuadrados medios de la regresion:

Ziea (Y — )

CMReg = 1
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Cuadrados medios de los residuales o Error:

n V2
CMres = =555
F de Fisher-Snedecor:
CM
F= Reg
CMRes
ANOVA:
Causade | Gradosde | Sumade Cuadrados F calculado
variacion libertad | cuadrados medios
Regresion 1 SCR [CM] Reg [cM] _Reg/ [CM] _Res
Residual n-2 SCE [CM] Res -
Total n-1 SCT - -

Intervalos de confianza para la pendiente e Intercepto:

== CMRes == CMRes
,Bz—t_a—_S,BZS,BZ-I-t_ A =)
n-23 | Xiz (xi — X)? n-217g [ Xis (i — %)?

— 1 x2 — 1 x2
B1— Y CMpes 1—l+g <pB <Pt by21-2 CMpges E+E

Donde,

B, = Valor estimado del parametro 3,

—_

[ = Valor estimado del parametro £,

t = Valor tedrico de la distribucion T con (n — 2) grados de libertad

n-—2

N|]

Shapiro-Wilk: El estadistico de prueba con distribucién W con (a = 0,05) es,

n 2
Qi1 aix;)
W = ST = 1)°
i=1(x; — X)
x; = Es el namero que ocupalai — ésima posiciéon en la muestra.
mTy—1
a; =

1
(mTv-1v-1m)2z

m = (ml ...mn)T
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Siendo (m;... my), los valores medios del estadistico ordenado, de variables aleatorias independientes e
idénticamente distribuidas, muestreadas de distribuciones normales. V es la matriz de covarianzas de ese
estadistico de orden.

La hipdtesis nula se rechazara si W es demasiado pequefio. El valor de W puede oscilar entre 0 y 1.

Test de Breusch-Pagan: EI modelo se examina haciendo un ANOVA y una regresion de los residuos al
cuadrado respecto de la variable independiente, empleando una ecuacion de la forma:

é\uz =yt X+9
Esta es la base del test. Si el test-F confirma que las variables independientes son significativas, entonces

se puede rechazar la hipétesis nula de homocedasticidad.
El estadistico de prueba para los residuos con distribucion BP con (o = 0,05) es,

SCR
2
)

BP =

Test de Durbin-Watson: El estadistico de prueba para los residuos con distribucién D-W con (a = 0,05)
es,

Yi=2(er — et—l)z

DW =d = —
t=16¢

Donde n es el nimero de observaciones. Puesto que d es aproximadamente igual a 2(1 —r), donde r es la

autocorrelacion de la muestra de los residuos, d = 2 indica que no hay autocorrelacion.

_ der eq
Yef

Limite de deteccion:

S
LDD = 10 X (ﬂ)
B1

Limite de cuantificacion:

S
LDC =3 X (ﬂ)
B4
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