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RESUMEN

La vdidacon de un méodo anditico, condituye un indrumento importante para
garantizar lacdidad dd medicamento,

En @ presente trabgo s2 demostré la aplicabilided dd méodo anditico propuesto por la
USP 26, aun introdudendo cambios ggnificativos para d andids dd  Endapril
Mdeato por cromaografia liquida de dta Peformance (HPLC) en € Perd, € cud
seguidamente se vdido. Con d cud se establece una evidencia documentada de que €
méodo anditico es cgpaz de cumplir en forma consgente y repeitiva las
especificaciones establecidas.

Se presnten los resultados obtenidos en la vdidacion dd méodo anditico por
cromatografia liquida de dta performance (HPLC). Previo d inicio de la vdidacidn, se
rediz0 un ensayo de adeptabilided dd Sgema, con d cud se comprobd @ buen
funcionamiento de Sstema de bombeo, inyector, horno y detector .

E méodo fue vdidado, dguiendo una metodologia de trabgo daborado previamente
en un protocolo de vdidacion, donde s andizaron diferentes parametros como  son:
Sedlectividad, Linealidad, Precisén, Exactitud, Rango y la adecuacion del sistema.
Definidas las condiciones e inida los andlids para la evauacion de los parametros de
vdidacion y s demuedra mediante d disefio experimentd y los procedimientos
edadigicos empleados, que d méodo anditico propuesto es sdectivo, porque no =
evidendan que los productos de degradacion  interfieran en d andliss dd principio
activo, ademas se obtiene un porcentgie de pureza de pico de 100%; es lined porque se
obtiene un coeficdente de correlacion r = 099987 ; es precisa ya que paa la
repetibilided se obtiene una RSD de 0,64%; vy paa la reproducibilided se obtiene una
RSD de 088%; y findmente es exacto porque se obtiene un porcentge de
recuperacion de 99,88%.

Cumpliendo los pardmeros de vdidacion etablecidos en las obres dficides, se
comprobo de esta forma la vdidez dd método andlitico.

Paabras claves. Vdidacion, Cromatografia, Endapril maegto.



SUMMARY

The vdidation of an andytic method, conditutes an important insrument to guarantee
the quality of the medication,

Presently work was demondrated the gpplicability of the andytic method proposed by
the USP 26, even introducing dgnificant changes for the andyds of the Endapril
Mdeato for cromatografia liquidates of high Performance (HPLC) in the Peru, the one
which subsequently you been worth. With which settles down a documented evidence
that the andytic method is ale to complete in condgent and repeitive form the
established specifications.

The realts ae presented obtained in the vdidation of the andytic method by
cromaografia it liquidates of high peformance (HPLC). Previous to the beginning of
the vaidation, one carries out a rehearsal of adaptability of the sysem, with which was
proven the good operation of the system dof pumping, injector, oven and detecting.

The method was vdidaed, following a work methodology daboraied previoudy in a
vaidation protocol, where different parameters were andyzed like they are Sdectivity,
Linedidad, Precison, Accuracy, Range and the adaptation of the system.

Defined the conditions the andyses begin for the evauation of the vdidation parameters
ad it is demondraed by means of the expeimentd desgn and the procedures
datigicd employees that the Sdective proposed andytic method because they are not
evidenced thet the degradetion products interfere in the andyss of the active principle,
a percentage of purity of pick of 100% is dso obtained; it is lined because one obtains a
corrdadion coefficient r = 0,99987; it is helshe specifies ance for the repetibilidad a
RSD of 0,64% it is obtained;, and for the reproducibilided a RSD of 0,88% is obtained;
and findly it is exact because one obtains a percentage of recovery of 99,88%.

Completing the edablished vdidation parameters in the officid works he/lshe was
proven this way the vdidity of the anaytic method.

Key words: Vdidation, Cromatografia, Endapril maegto.



l. INTRODUCCION

La vdidacion garantiza la cdidad dd medicamento, puesto que le corfiere fiabilided a
los resultados obtenidos en d andliss, asegurando asi, que @ medicamento cumpla los
parametros de cdidad establecidos

La indudria farmacéutica consciente de su dta responsabilidad, actla Sempre buscando
megorar la cdidad dd medicamento a lo largo dd proceso que lo crea El objetivo es
uno y es importante conseguirlo plenamente, eso es, d medicamento seguro, edtable y
eficaz, y lavdidacion condtituye un instrumento importante a este repecto.

Por otra pate los méodos anditicos deben vdidarse para cumplir con las exigencias
contempladas en la Direccion generd de medicamentos insumos y drogas Qigamid) en
e aticuo 176° dd Manwd de Buenas Practicas de Manufactura de productos
farmacéuticos, as como también en la USP 26 y las exigencias legdes contempladas en
e procedimiento de productos farmacéuticos de la Comunidad econdmica europea en
Sus apartados 2E y 2F. (1)

En d presente trabgo, se ha dsefiado y vdidado un méodo de andiss por
cromatografia liquida de dta peformance (HPLC) paa € endaril 10 mg tabletas
recubiertas, d cud gaantizaa que los resultados que se obtendrdn son confiables.
Dicha vdidacon s ha redizado andizando los parametros de Seectividad,
Linealidad, Precison, Exactitud, y Rango. Eda vdidacion ha sdo redizado en €
Laboratorio CIPA, en d depatamento de control de cdidad en los meses de Julio a
Octubre del 2003.

B Endarxil Mdesto es un principio activo de mucha demanda en los Hogpitaes,
motivo por d cud se produce en grandes cantidades y se hace necesaria Vdidar €
método de andlis's para obtener resultados configbles.

Ad mismo ede trabgo aportara un protocolo de vdidecion, d cud savirA como
formato para futuras vaidaciones de métodos andliticos.

Bl endarilao es famecoldgicamente d meabdlito activo dd endaoil, y es
ampliamente usado como inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina (ECA).



La determinecion dd endapril, s ha redizado por espectrofotometria y polarigrafia,
ussndo 24 dinitrofluorbenzeno. La reaccidn dd  endaoril mdesto  con 24
dinitrofluorbenzeno ha ddo usado paa forma un  producto coloreedo y
polarigreficamente  activo. Este mé&odo ha ddo vdidado y eplicado paa la
determinecion en tabletas comercides. El resultado ha sdo estadisticamente comparado
con aquellos obtenidos usando un método oficid por HPLC.

El endgoril ha sdo ensayado espectrofotometricamente por extraccion con par i6nico,
potenciometricamente y HPLC, edos procedimientos fueron desarrollados en tabletas.
En fluidos biolégicos, d endaoril ha ddo cuantificado por un ensayo radio enziméico.
(21)

Procedimientos  espectrofotométricos y  espectrofotometria de absorcion  atdmica, han
ddo desardlados paa la deeminacion dd  endgoril mdeato. Bl procedimiento
espectrofotométrico es basado en la formacion de un complgo ternario ( Cobre (I1)
eosna y endagoril). Los procedimientos destritos,  tienen una buena precison y
exactitud por lo cua es muy aplicado en la determinacion dd endguil. (22)



[I. GENERALIDADES.

21SISTEMA DE CALIDAD

El ssema de cdidad son las actividades dd laboratorio dirigides a la produccion de un
trabgjo de precison y productos de dta cdidad.

Un laboratorio de andliss debe tener como uno de sus propostos principdes la
produccion de daos anditicos de dta cdidad por medio dd uso de mediciones
anditicas que seen precisas, confiables y adecuadas para td fin. Este propdsito puede
dcanzarse de una manera eficaz 9 se cuenta con un sstema planificado y documentado
de la calidad de |as actividades.

Para dcanzar ete nivd de didincon (que € laboratorio lo necesta para poder
acreditarse y asi obtener contratos de andiss) € laboratorio necesitara operar bgo un
sgema de garatia de cdidad que induya una extensa documentacion de sus
actividades. (2)

GESTION DE LA CALIDAD::

Es un dgema de medios paa generar econdmicamente productos y servicios que
satisfagan los requerimientos del cliente. La implementacion de este Sstena necesita de
la cooperacion de todo @ persond de la organizacion, desde d nive gerencid hagta d
operativo e involucrando a todas las éress.

L os 14 puntos de Deming

1.- Crear condtanciaen d propdsito parala megora de productos y servicios.
2.-Adoptaruna nuevafilosofia

3.- Dgar de confiar en laingpeccién masiva

4.- Poner fin ala practica de conceder negocios con base en @ precio Unicamente.
5.- Mgorar congantemente y por Sempre € sistema de produccion y servicios.
6.- Indituir la capacitacion.

7.- Indtituir  liderazgo.

8.- Eliminar € temor.

9.- Derribar las barreras que hay entre las rees.

10.- Himiner lemas, las exhortaciones y las metas de produccion paralafuerza labord.



11.- Eliminer las cuotas numéricas.

12 - Remover |as barreras que impiden @ orgullo por un trabgo bien hecho.
13- Indtituir un programa vigoroso de educacion y recapacitacion.

14.- Tomar medidas para llevar a cabo la transformacion.

(QUE ENTENDEMOS POR CALIDAD?

Cdidad, es hacer las cosas td y como deben hacerse, es decir, producir de acuerdo con
las especificaciones que se han determinado en € disefio.

Cdidad es hacer d mgor producto, con los mgores componentes, materias primes,
controles, etc., esto es, buscar d producto find con mayor vaor posble (6: Ralls
Royce en automoviles, Rolexen rdgjes, etc.).

Cdidad es hacer lo que quiere € diente, es decir Satisfacer las necesidades dd cliente,
satisfacer sus expectativas y sobrepasarlas.

¢POR QUE ESIMPORTANTE LA CALIDAD?

Las reglas de la economia Sguen Sendo las mismas desde los tiempos de Adam Smith y
al find lo que importa es la rentabilidad. Y, en ede aspecto, la cdidad es importante
porque d find nos llevara a obtener una mayor rentabilided.

Pero ¢Como llegamos a la rentabilidad a través de la cdidad? Con sensbles meoras en
la productivided y por ende en la competitivided mediante:

OOReducciones de costes. Al fina resulta mucho més barato hacer las cosas bien a la
primeraqueir destinando recursos a corregir 1os defectos.

OOLa reputacion e imagen tiene unas repercusones directas con: las ventas a
consumidores findes, las negociaciones con dientes, con subcontratistas, y con

proveedores. Tanto desde @ punto de vida positivo como d negetivo.

OOProblemas legdes derivados de la figbilidad. Cada vez es més frecuente encontrarse
con demandas legdes (que prosperan) reclamando responssbilidedes producidas por
defectos en |os productos o servicios.

OOPorque uno de los efectos de la globdizacion y del derrumbe de fronteras comercides
es d incremento de competencia, y todos los expertos vaticinan paafrassendo a
Darwin, “La especie siperior y més fuerte devorara a la pequefia e indefensa en € curso
de la evolucion”, la especie superior suele ser la que tiene un certificado 1SO, pero no se
conforma Unicamente con dlo, sno que aplica los conceptos derivados de la cdidad
tota (entre otras cosas). (18)



22 CALIDAD EN LA INDUSTRIA FARMACEUTICA

La indudria farmacéutica, d iguad que en otras indudrias, eta sometida a las reglas dd
mercado, gque impone una exigencia de cdidad, sn las cudes un determinado producto
no seria utilizado por los consumidores.

El consumidor es egpecidmente sendble a los productos farmaecéuticos 'y  los
Laboratorios fabricantes cuidan mucho la cdidad de estos ya que cudquier deficiencia
puede originar problemas sanitarios, en ocasones graves, que pueden provocar la
inmediataretirada dd producto indluso € cierre ddl |aboratorio fabricante. (2)

23 CONCEPTO DE CALIDAD

De acuerdo con € diccionario de la Red Academia de la Lengua Espaiola, la cdidad se
puede definir como: “d conjunto de aributos o cudidades que condituyen la manera de
s de una cod’, lo cud quiere decir que la cdidad esta determinada por las
caracterigicas de un producto con @ objetivo de satisfacer una necesdad o un deseo del
consumidor.

En la pr&tica la cdidad es un concepto rddivo, ligado d binomio producto
consumidor, en este sentido la cdidad es @ “grado de satisfaccion que ofrece las
caracterigticas del producto en relacion con las exigencias del consumidor.”

En consecuencia e puede dirmar que la cdidad no es una opinidn subjetiva, SnNo una
propiedad que posee todo producto, y § se quiere opinar sobre cdidad, han de definirse
sus caracterigticas con pardmetros cuditativos y cuantitetivos. (2), (3)

Cdidad segin Juran tiene muitiples significados. Dos de esos Significados son criticos,
no solo para planificar la cdidad sno también para planificar la cdidad sno también
para planificar la estrategia empresaridl.

Cdidad: Se refiere a la ausencia de deficiencias que adopta la forma de Retraso en la

entregas, fdlos durante los servicios, facturas incorrectas, cancelacion de contratos de
ventas, €c.

Cdidad es" adecuacion d uso”.

LaMid6n deJuran vy la Planificacion parala Calidad

Crear la condencia de la crigs de la cdidad, € pgpd de la planificacidn de la cdidad en

esacrigsy lanecesdad de revisar € enfoque de la planificacion de la cdidad.



Establecer un nuevo enfoque de la planificacion de la cdidad.
Suministrar formacion sobre como planificar la cdidad, utilizando € nuevo enfoque.

Asdir d pesond de la empresa paa replanificar aguellos procesos indgtentes que
poseen deficiencias de cdidad inaceptables (caminar por toda la empress). Asdir d
persond de la empresa para dominar € proceso de planificacion de la cdidad, dominio
derivado de la replanificacion de los procesos exidentes y de la formacion

correspondiente.

Asdir d persond de la empresa paa utilizar € dominio resultante en la planificacion
de la cdidad de forma que se evite la creacion de problemas crénicos nuevos.

La Espiral dd Progreso dela Calidad

Una forma conveniente de mostrar gunos de los muchos usos y usuarios es por medio
dela"expird de progreso de lacdidad”. Nos referimos a dlasmplemente como "la
espird.

"Laespird muestra una secuencia tipica de actividades para poner un producto en le
mercado. En las grandes empresas departamentalizamos esas actividades. Como
resultado cada departamento reeliza un proceso operativo, produce un producto y
suminigtra dicho producto a otros departamentos receptores pueden ser consderados
"clientes’ que reciben los productos procedentes de |os departamentos proveedores. La

tabla de mas abgo muestra agunas de las rdaciones evidentes en "laespird™:

Producto (Bienesy _
Proveedor o Cliente
Servicios)
Cliete Informacion sobre las Desardllo dd producto
neces dades )
Desarrallo dd producto Operaciones
_ Disefios dd producto )
Operaciones Marketing
_ Bienes, sarvicios _
Marketing Clientes
Bienes, sarvicios

Obsarve que dgunos de los dientes son "internos', esto es miembros de lamisma
compafiia que los proveedores. Otros clientes son externos.



"LaEspird" esunaverson dtamente smplificada de lo que ocurre en unagran
empresa.(19)

ORGANIZACION INTERNACIONAL DE NORMALIZACION (1SO)

En actudidad a nivd mundid las normas 1SO 9000 y ISO 14000 son regueridas, debido
a gue garantizan la cdidad de un producto mediante la implementacion de controles
exhaudivos, asgurandose de que todos los procesos que han intervenido en su
fabricacion operan dentro de las caracteridticas previdas. La normdizacion es € punto
de patida en la edrategia de la cdidad, a5 como para la podterior cetificacion de la

empresa.

Edtas normas fueron escritas con d epiritu de que la cdidad de un producto no nace de
controles eficientes, § no de un procesd productivo y de soportes que operan
adecuadamente. De edta forma es una norma que s glica a la empresa y no a los
productos de esta. Su implementacion asegura d diente que la cdidad dd producto que
éd esta comprando ¢ mantedra en d tiempo. En la medida que exigan empresas que
no hayan sdo cetificadas condituye la norma una diferenciacion en d mercado. Sin
embargo con € tiempo s trandformaa en dgo habitud y s comenzaa la
discriminacion  hacia empresss no  catificadas. ESo0 ya ocurre hoy en  paises
desarrollados en donde los depatamentos de abagtecimiento de grandes corporaciones

exigen lanorma a todos sus proveedores. (20)

24 GARANTIA DE CALIDAD “garantizar la calidad”

Se puede definir como “la suma totd de actividades organizadas, que se adoptan con d
objetivo de garantizar que los productos farmacéuticos, posean la cdidad requerida para
€ uso d que estdn dedinados” Este sstema sudituye d concepto antiguo que suponia
gue la cdidad era competencia Unicamente del sarvico de control de cdidad dd
Laboratorio Farmacéutico. El objetivo dd dsema de Garantia de Cdidad es conseguir
gue todo sdga bien desde d principio, con la ayuda de todo € persond dd Laboratorio
oue participa en las distintas fases de consecucion de un producto Farmacéutico. (3)



La Garantia de cdidad solo se condgue S se cumple exactamente las Buenas Précticas
de Manufactura. El ssema de garantia de Cdidad adecuado para la fabricacion de
medicamentos debe asegurar que

a. Los productos estén disefiados y eaborados de ta manera que se tenga en cuenta
los requistos de las BPM y otros codigos relacionados, tades como las Buenas
Précticas de Laboratorio (BPL) y la buena practica dinica (BPC), incluyendo d
disefioy € desarallo dd producto.

b. Las opeaciones de produccion y control estén claamente especificadas por
escrito, y que se adgpten alos requisitos de las BPM.

c. Las reyponsbilidades adminidrativas esén cdaramente  eecificades en  las
descripciones de trabgo.

d. Se tomen las medidas necesarias para la fabricacion, suminisro y uso de materias
primas y materiales de empague adecuados.

e. Se efectlen todos los controles necesarios de las maerias primas, productos
intermedios, productos a grand y otros controles, cdibreciones y controles durante
e proceso.

f. E producto terminado sea procesado y controlado correctamente y de acuerdo con
los procedimientos definidos.

g. Los productos Farmacauticos no seen vendidos ni suminidrados antes de que las
personas autorizadas hubieren cetificado que cada lote de produccion ha ddo
faoricado y controlado en concordancia con los requistos establecidos en la
normativa sobre otorgamiento del Regisro Sanitario u otra regulacion rdldiva a la
produccidn, contral y liberacion de los productos Farmacéuticos .

h. Se hubieren tomado medidas adecuadas para asegurar, en todo lo posble que los
productos Farmacéuticos seen dmacenados, didribuidos y mangados de td forma
gue la cdidad s mantenga durante todo € periodo de vdidez de dichos productos.
Y

i. Se etablezca un procedimiento de auto ingpeccion y/o de auditoria de cdidad, que
permita evauar regularmente la eficacia y gplicabilidad dd sstema de garantia de
cdidad.(4)



2.4.1 BUENAS PRACTICAS DE MANUFACTURA

Son en gened, un conjunto de normas que cada laboratorio farmacéutico debe poner en
préctica con d fin de assgurar la cdidad de los productos que fabrique, debiendo para
dlo tomar todas las medidas oportunas para garantizar que los medicamentos poseen la
caidad necesariaseglin d uso d que sedestine.

Ege conjunto de medidas es muy amplio, abarcando las normas que deben aectar d:
persond, locdes, maguinarias, inddaciones materias primas, producto  terminado,
fabricacion, control de cdidad, documentacion y expedicion de las especididades.

Dicha normativa establece que todas las operaciones, proceso, métodos O técnicas,
deben estar reguladas 0 escritas y deben ser cumplidas'y supervisadas (5)

2.42 BUENASPRACTICASDE LABORATORIO

Las organizaciones publicas son responsables de proteger a los cudadanos de
maerides pdigrosos. Para €lo s necestan datos anditicos de confianza y un
seguimiento de todo € proceso, paa poder juzgar sobre la seguridad de un producto.
Las Buenas practicas de |aboratorio nacen de esta necesidad.

Las BPL estan rdacionados con la organizacion, proceso y condiciones bgo las que s
planifican, redizan, controlan, regisran e informan los esudios de los laboratorios Las
BPL pretenden promocionar la cdidad y vdidez de los datos de andiss Es decir 5 €
trabgo experimentd se dirige cumpliendo las BPL, debeia ser posble paa un
ingpector en un futuro, obsarvar los registros dd trabgo y determinar facilmente,
porqué como y por quién s redizo d trabgo, quién llevaba € control, que
equipamiento e utilizo, los resultados obtenidos, qué problemas agparecieron y cOMO
fueron resudtos.

Las BPL srven para asegurar lavdidez de los estudios.

Las legidaciones naciondes, tienen la responsabilidad de edtablecer la segurided y
eficacia de los famacos ad como de exigir a los fabricantes la seguridad de los
dimentosy sus aditives (6), (5

2.4.3 CONTROL DE CALIDAD

Son actividades planeadas y disefiadas para proporcionar un producto de calidad.

Control de cdidad, forma pate de las Buenas précticas de manufactura, en € cud se
encuentran involucrados las especificaciones, d muedtreo y los andliss, ad como

también los procedimientos de organizacion, documentacion y autorizacion  que



assguren que < lleven a cabo todas las pruebas pertinentes autorizando € uso de
materides y la expedicion de productos paa venta s0lo § s ha edtablecido que la
cdidad de dicho producto es satisfactorio.

Control de Cdidad, no se limita a las operaciones de laboraorio, SN0 que debe etar
involucrado en todas las decisones vinculadas con la cdidad del producto. Se conddera
fundamenta que control de caidad seaindependiente del érea de produccion. (3) (7)

EL CONTROL DE CALIDAD
El control de cdidad nace afinades delos afios 20 de lamano de Walter Shewart, fisico

de Bl

Laboratorios, y sus gréficos de control tuvieron una especid relevancia en los afios 50 y
60 (en agunos sectores incluso hoy en dia). El proceso de control seriad sguiente:

1. Determinar que pardmetro debe ser medido, y establecer su grado de “ peligrosidad’”.

2. Establecer los limites superior e inferior entre |os que puede variar € vaor dd

parametro para gue un producto sSigasendo aceptable.

3. Determinar  punto de control o lugar donde se recogen los detos.

4. Andizar los datos y determinar cuando un proceso edta fuera de contral.

5. buscar las causas directas dd fdloy corregirlas

6. comprobar que € proceso esta bgo contral.

Incorporar lacalidad

Se trata de asegurar que un proceso determinado redizard productos o sarvicios de
acuerdo con los requerimientos de cdidad. El cambio radicd pesa de detectar los
defectuosos ano producirlos. Se trata de hecer las cosas bien ala primera

El factor caracteridico es la recopilacion y daboracion de documentos que plasmen
“por escrito” todas las actividades y operaciones que deben redizarse para que un
producto osarvicio sea “perfecto’. Estos documentos condtituyen € Manua de Cdlidad.

La principd ventga de incorporar la cdidad d producto y d proceso es que |os defectos
se deectan antes de que lleguen a producirse por lo que s garantiza una produccion
libre de defectos (los defectos pasan de ser contados como partes por mil a partes por
millén). Otras ventgas no menos importantes son la disminucion directa de costes a
diminar los controles de cdidad y hacer fluir la idea de “hacer las cosas bien a la
primerd’ dentro del &rea directamente involucrada con lafabricacion.



Calidad Total

Laetgpafind y alaque hemos querido llegar desde d principio es, hastaahora, la
Ultima evolucion dd concepto de cdidad totd y se corresponderiacon larevison
“dgnificativa’ delasnormas 1S0O 9000 redlizedaen € 2000.

Una vez oonsguido lo anteior s puede continuar la mgora (y rechbir los
correspondientes

beneficios) S se implica de lleno toda la organizacion, no solamente las &reas mas
ligades ala fabricacion. Lacalidad debe fluir libremente por toda la organizacion.

Asi pues en este punto acumulamas |os beneficios anteriores y |os supeditamos d
objetivo find de lograr la satisfaccion dd dliente. Eto es:

Ono se producen unidades defectuosss,

[J0se hace todo bien ala primera (ahora no solo los productos),

[J0se hadiminedo todo aqudlo que no afiede vaor d producto,

[ Oseimplementan sistemas de mejora continua potentes como & Kaizen 0 66
O0seredizan productos/servicios diferentes para cada cliente o grupos de clientes
(persondizacion)

OO0Ssemas de ayuda d desarrollo rgpido de nuevos productos adecuados desde su
disefio alas necesidades del diente, induso anticipandose, de acuerdo con las
cgpacidades de laempresa (QFD, AMFE, Técnicas de Taguchi, etc.), esto es, hacer
muy bien lo que realmente se sabe hacer.

EFQM plantea.un modelo para conseguir la Excelencia Empresaria basado en evauar
una serie de factores

Otros premios de especid relevanciafueradd contexto europeo son € norteamericano
Premio

Malcom Baldrige y los Premios Deming en Jgpdn. (18)

25 VALIDACION DE METODOSANALITICOS
2.5.1 CONCEPTO DE VALIDACION
Exigen numerosas definiciones de Vdidacion que expresan la misma idea “Vdidar
es comprobar y cetificar, con evidencia convenientemente documentada, que un
méodo, Ssema 0 proceso, cumple y e desarrdlla td y como edtaba previgto, dentro
deintervaos definidos” . (1)



252 TIPOSDE VALIDACION

2.5.2.1 Validacion Prospectiva

Se rediza cuando la Verificacion dd cumplimiento de las condiciones establecidas
para un proceso 0 méodo anditico, se llevan a cabo antes de la comercidizacion ddl
producto. Este tipo de vadidacion se golica cuando se dabora un nuevo méodo
anditico. Es tipico en los laboratorios de investigacion y desarrollo, y se rediza de
acuerdo con un protocolo

perfectamente planificado. Comprende @ edudio de todos los criterios necesarios
para demostrar € buen funcionamiento del método.

2.5.2.2 Validacién Retrospectiva

Se rediza cuando la idonedad de proceso 0 méodo anditico, se basa en la garantia
condatada a traves de los datos anditicos dd producto ya comercidizado. Se gplica
a métodos no vdidados previamente y de los que se tiene una amplia higtoria de
resultados.

Ede tipo de vdidadon s golica para méodos por: cromatografia liquida, Méodos
espectrofotometricos y métodos volumétricos. (1)

2.5.2.3 Revalidacion

La introduccion de un cambio que pueda dectar la idoneidad dd méodo anditico
edablecido por la vdidacion, podra exigir una nueva vdidacidn, es decir una
revdidacion totd o pardd de dicho méodo anditico. Los criterios a estudiar se
deciden en funcion del tipo de cambio efectuado.

Entre los mativas que exigen una nueva vaidacion tenemos:

- Cambios importantes en lamatriz dd producto.

- Cambios importantes en d méodo anditico.

- Cambios en |as especificaciones. (1),(6)

2.5.3 (POR QUE VALIDAR?

La Vdidacion de un méodo anditico, garantiza la cdidad de medicamento, asi

MISMO €S necesaria porque:

v' Proporciona un dta grado de confianza, segurided en d méodo anditico y en
la calidad de |os resultados.



v' Pemite un conocimiento profundo dd méodo, ad como de s caracteristicas
de funcionamiento. Este conocimiento y seguridad en  méodo anditico que
han ddo vdidedo, s traduce en: Disminucion en d nimeo de fdlas y
repeticiones, con d condguiente ahorro de los codtos  asociados, Y

consecuentemente cumplir con los plazos previstos de andiss.

2.5.4 PARAMETROSDE VALIDACION DE METODOSANALITICOS.

Las caacteridicas de desempefio del méodo anditico se expresa en funcion de los

Siguientes parametros anditicos: (8)

2.5.4.1 Sdectividad

La sdectividad, es la capacidad dd méodo para evduar Unicamente d principio

activo integro de forma exacta y especifico, en presencia de los componentes que

puedan egpaar edar presentes como por gemplo.  impurezas, productos de

degradacion y componentes de lameatriz

2.5.4.2 Linedlidad

La linedidad de un méodo anditico es su cgpacidad para demostrar que los

resultados de la prueba son directamente proporciondes (0 se convieten en

directamente proporciondes mediante una trandformacion maeméica bien definida)

alaconcentracion del andito dentro de un rango dedo

2543 Precision

La precison de un méodo anditico, es d grado de concordancia de los resultados de

la prueba, cuando d méodo se aplica repetidamente a mlitiples tomas de una

muestra homogénea

La precisdon puede ser medida, ya sea por € grado de reproducibilided o de

repetibilidad de méodo anditico, bgo condiciones operdivas normdes. En ese

contexto definimos.

Reproducibilidad.- Se refiee d uso dd procedimiento anditico en diferentes
laboratorios.

Precisén intermedia.- Expresa la vaiacion dentro de un mismo laboratorio, en

diferentes dias, 0 con diferentes andistas 0 equipos.

2544 Exactitud

La exactitud de un méodo anditico, es la proximidad entre los resultados obtenidos

por eeméodoy d vaor red.

Laexactitud de un método anditico debe establecerse alo largo de todo un rango.



2.5.4.5Rango

El rango de un méodo anditico, es d intevado entre los nivdes superior e
inferior(indluyendo estos vaores), en d que s ha demodsrado un nivel adecuado de
precision, exactitud y linedidad del método ta cud esta escrito.

2.5.4.6 Limite de deteccion.

El limite de deteccion es una caracteridtica de las pruebas de limite. Es la cantidad
mas bga de andito que puede detectarse, pero no necesariamente cuantificarse, bgo
las condiciones experimentdes etablecides. De eda manera, las pruebas de limite
solamente fundamenta que la cantidad del andito esta por encima o por debgo de un
nivel de segurided.

2.5.4.7 Limite de cuantificacion

B limte de cuantificacion es una caracterigica de las valoraciones cuantitetivas de
compuestos que se encuentran en bga concentracion en la matriz de una muedra,
como por gemplo impurezas en materias primes y productos de degradacion en
productos farmacéuticos terminados. Es la cantidad menor de andito que puede
determinarse con precisdén y exactitud eceptable en una muedra, bgo las
condiciones experimentales etablecidas.

2.5.4.8 Fortaleza

La fortdeza de un méodo anditico es € grado de reproducibilided para obtener
resultados en € andiiss de una misma muestra bgo condiciones variadas, tdes como
diferente laboratorios, diferentes andidas, diferente indrumento, diferentes lotes,
diferentes reectivos, diferentes tiempos de andiss diferente temperatura, diferentes
dias, eic. La Fortdeza es normamente expresada como la fdta o carencia de
influencia de las variables ambientdes u operaciondes en los resultados dd méodo
anditico. La Fortaeza es una medida de la REPRODUCIBILIDAD de los resultados
obtenidos variando las condiciones normdes de andiss de laboratorio en
laboratorio o de andiga en andiga

2.5.4.9 Robustez

La robustez de un méodo anditico es la medida de su cgpacidad para permanecer
inafectado por pequefies variaciones ddiberadas en d méodo y provee un indicio de
U veracidad durante su uso normdl.



255 CRITERIOS DE VALIDACION A ESTUDIAR EN FUNCION DEL
TIPO DE METODO ANALITICO.

El procedimiento de los ensayos vaia de acuerdo a las determinaciones que se
quieren evduar. Condderando eda vaiedad para los ensayos, es ldégico que
diferentes métodos requieran diferentes esquemas de vaidacion. Este capitulo abarca

9o las més comunes;

TIPOI.
Méodos anditicos para cuantificar € componente activo 0 componentes mayores
del producto farmacéutico terminado (incluyendo conservadores)

TIPO II.
Méodos anditicos para la determinacion de impurezas en un buk de sustancias o

componentes de degradacion en producto terminado. Aqui s determina vaores
limites parad control deimpurezas.

Pueden s pruebas cuartitdivas 0 una prueba cuditaiva para determinar 9 la
impureza eda presente en la muestra por encima 0 por debgo de un vdor limite
epecificado. Cuadquiera de los dos pretende reflgar las caracteridticas de pureza de

lamuegstra.

TIPO I
Méodo anditico para determinar las carecteridicas de desempefio de  producto
terminado (por gemplo: Disolucion, Liberacion ddl principio activo)

TIPO IV

Prueba de identificacion. Se rediza para asegurar la identidad de un andito en una
muestra comparando con un estandar de referencia.

En latabla | se observa que los ensayos para cada categoria requieren diferentes tipos
deandiss

Los ensayos y resultados generdes ya edén edtablecidos (por gemplo: Titulacion,
determinacion de agua, LAL) y deber sa revaidados para verificar su exactitud (y



ausencia de poshles inteferencias) cuando son usados para un producto nuevo o
materia prima.

La vdidez de un méodo anditico puede ser verificada solamente por estudios de
laboratorio. Por lo tanto, la documentacidon completa de td esudio es un
requerimiento bésico para delerminar § un méodo es adecuado para aplicar u
determinacion. La documentacion apropiada debe acompaiiarse de dguna propuesta
para nuevas procedimientos o revison de procedimientos anditicos. (8) (9).
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TABLA 21 PARAMETROSDE DESEMPENO DE LOSPROCEDIMIENTOSANALITICOSVALIDABLES.

PARAMETROS DE DESEMPENO | ENSAYOTIPO| ENSAYO TIPO I ENSAYO TIPO I ENSAYO TIPO IV
ANALITICO
CUANTITATIVAS | PRUEBAS  LIMITES
(IMPUREZAS)
1L.EXACTITUD S B] * * NO
2. PRECISION S B] NO S NO
3. SELECTIVIDAD S S S * S
4. LIMITE DE DETECCION NO NO S * NO
5. LIMITE DE CUANTIFICACION NO S NO * NO
6. LINEALIDAD S B NO * NO
7. RANGO S B * * NO

(*) Puede requerir, dependiendo de la naturdeza dd ensayo




2.6 CALIFICACION DEL INSTRUMENTAL

La cdificacion es una premisa necesaria para poder vaidar. Es la comprobacion formd,
ssemdticay documentada de que € equipo es e més adecuado para los fines previstos.
Parallevar acabo la misma se procede ala cdibracion dd equipo y ala comprobacion
de méodosy sSstemes.

La vaidacion de equipo HPLC es en esencialaverificacion dd rendimiento del
instrumento e egido para una técnica anditica en particular, asi como € softwarey d
hardware quelo controla

Lacdificacion del equipo se describe a continuacion: (6)

2.6.1 CALIFICACION DEL HPLC

Los parédmetros aevaduar en un sstema HPL C se encuentran detdlados en latablall.
2.6.1.1 CALIFICACION DE INSTALACION (1Q)

Es la verificacion documentada de que todos |os aspectos claves de la instal acidnestén
de acuerdos con las recomendaciones del fabricante y corresponden alas

epecificaciones gprobadas en € disefio. Las cuades pueden ser:
- nombre dd eguipo.
- Nombredd fabricante, moddo otipo.
- NUmero de serie.
- Fechaenlaquefuerecibido
- Condiciones en las que fue recibido (nuevo o usado)
- Agpectos verificados para su aceptacion de recepcion
- Fechaenlaqued equipo fue puesto en sarvicio por € laboratorio.
- Locaizaciondd equipo en d laboratorio.
- Ingtructivo de operacion
- Indructivo de mantenimiento.

26.1.2 CALIFICACION OPERACIONAL (OQ)

Eslaverificacion de que los equipos funcionan en laforma esperaday son capaces de
operar satisfactoriamente, sobre todo en e rango de los parametros operacionaes para
los que han sido disefiados. Es redizado por un técnico cdificado.



Tabla2.2. Parametros a evaluar en un Sisema HPLC

Maodulo Parametro Importante para
Bomba Reproducibilided de flujo Reproducibilidad /TR/AH
Precison de gradiente Transferenciaddl método
Inyector Reproducibilidad Precision de resultados
Resduo de muestra Exactitud de precision de resultados
Horno Reprodudibilided de T° TR/A/Hfformade pico
Detector Ruido Senshilided
Energia de l&mpara Senshilidad
Relacion sefid/ruido Senshilided
Precision de longitud de onda Senshbilidad, Transferencia de datos
Linedidad Precision de resultados
Columnamas Formadepico Proceso de datos, identifi., reproduc.
sgemacompleto | ASmetria de pico Proceso de datos, identifi., reproduc

TR, Resolucidn, platos

tedricos

Proceso de datos, identifi., reproduc

2.6.1.3 CALIFICACION DE PERFORMACE (PQ)

Seredizaparademodrar la efectividad y reproducibilided de proceso, bgjo
condiciones normaes de operacion, y bgo condiciones limites de operacion. Es
verificado por d usuario, trabgando con estandares certificado: por gemplo

metil parabeno.

2.6.2 CALIBRACION DE EQUIPOS.
Los ingrumentos de medida deben gportar detos fidbles. la cdibracion delos

ingrumentos de control se establece frente a estandares oficiaes o de caracter privado

de solvenciareconocida. Los datos de cdibracion deben reflgjar la precison y exactitud
del gparato de medida, incluyendo ademés | os factores de correccion adecuados.

2.6.3 VERIFICACION O COMPROBACION DE EQUIPOS

Esd examen aun insrumento para verificar d cumplimiento de sus especificaciones.

Por gemplo para un equipo HPLC puede s




- Ruido en lalineabase dd detector.
- Precision en lainyeccidn (automético)
- Reproducibilidad dd tiempo de retencion de una bomba. etc

2.7 ENALAPRIL MALEATO
2.7.1 Propiedadesfisicasy quimicas
Formulamolecular: CooH28N20s.C4H4O4

Formula Estructurd:

Denominacion quimica L-Proling, 2-[N-[1-(etoxicarbonil)-3-fenil propil ] -L-danil] - ,(S)-
, (2)-2-butenedioato (1:1).

Peso molecular: 492,52 g/mal

Punto de fusion: 143°-1445° C

Descripcion: Polvo crigtdino blanco. Funde a 144° C.

Solubilided: Practicamente insoluble en solventes organicos no  polares,
ligeramente soluble en solventes orgédnicos semipolares,

parcidmente soluble en  agua, soluble en eanal, libremente
soluble en metanal y dimetilformamida

2.7.2 Propiedades Farmacoldgicas

B Endaril Mdedo, es un inhibidor de la enzima convetidora de la angiotensna
indicada en d tratamiento de hipertensdn e insUficiencia cardiaca congesiva (ICC). H
endgoril no es un prdamaco dtamente activo y, como td, debe sufrir hidrdliss por
ederasss dd higado para producir @ &cido dicarboxilico origind activo, endaprilao.



Ege Udtimo es un inhibidor muy potente de la enzima convetidora de angiotensna
(ECA).

El endaoril reduce la convarson de angiotensna | en angiotensna 1l aumenta
secundariamente la concentracion de renina plasméica y reduce la de adosterona,
también disminuye la resgenca aterid peiféica En la ICC disminuye la poscaga, la
presion capilar pulmonar en cuia, la precarga y la resstencia vascular pulmonar, meora
e gagto cardiaco y latoleranciad gercicio.

El Endapril se absorbe con rapidez por viaord y tiene biodigponibilidad ora arededor
de 60% (que no se reduce por los dimentos). S bien las concentraciones plasméicas
méaximas ocurren antes de una horalas cifras de endaprilato no dcanzan un méximo
sino hadtalastres o cuatro horas. El Endaprilato posee una vida media plasméticade
1,3 hora; no obstante, debido & enlace estrecho con la ECA, tiene vida media
plasmética de unas 11 horas. Cas todo @ farmaco se dimina por losrifiones yasea

como endapril intacto o como endgprilao.

Ladosficacion ord dd endapril variade 2.5 a40 mg/d (dosificacion Unica o dividida)
2,5y 5mg/d son gpropiados en d inicio dd tratamiento contrala | CC e hipertensdn,
respectivamente. (13), (14).



[11. PARTE EXPERIMENTAL
PROTOCOLO DE VALIDACION

3.1 MATERIALES, REACTIVOSY EQUIPOS:

Materiales:
- RpetasVoluméricasdeb5, 10,15 y 20mL
- Probetas de 1 000 mL
- Vasos de precipitacion
- Maraz de 250y 1 000 mL
- Membranas filtrantes de hydrophilic polyethersulfong(0,20umx 25 mm)
- Filtros parajeringas. ACRODISC
- Jeringas descartables
- Videsde2 mL
- Columna cromatogrefica

Reactivos:
- Fodato de Sodio monobésico anhidro.
- Aguacdidad HPLC
- Acidofosforico d 85 % pliv
- Acetonitrilo grado HPLC LiChrosolv

Equipos: Los Equipos utilizados en la presente validacion han sdo
cdibradosy verificados, y se detala a continuacion:

a. Cromatografo Liquido de Alta Resolucion (HPLC)
Marca : LaChrom Merck Hitachi
Equipado con los Sguientes modulos
a1 Detector de Arreglos de Diodos (DAD)
Moddo L-7455 Serie 1110-036
a2 Horno (Colum Oven)
Moddo L-7350, Serie 86307
a3 Inyector automético (Programmable Autosampl er)



Moddo L-7250, Serie 1125-028

a4 Bomba Cuaternaria (Intelligent Pump)
Moddo L-7100 Serie 1157-034
a5 Interface
Moddo D-7000  Serie 1125-001
a6 Deggadficador de solventes
Moddo L-7612, Serie 911-11

b. Balanza Analitica:
Marca : Mettler toledo
Moddo : AB-204
Sarie N° : 1115151168
C. Ultrasonido:
Marca : Branson
Moddo : 5210
Serie N° : Noindica
d. Bomba de Vacio:
Marca : Gdmen Little Glant
Moddo 13156
Serie N° : BKH35KNS30HT
e. Purificador de Agua:
Marca : Millipore
Moddo : Mill-Qplus.

Saie N° : FSHM96172F



32 METODO ANALITICO POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA

PERFORMANCE

3.2.1 CONDICIONES CROMATOGRAFICAS.

- Equipo : Cromatografo liguido de Alta Resolucién

- Coumna : LiChroCART 250-4
LiChrogpher RP-8 (5um) con
guardacolumna

- Sdema : Isocrdico

- Longitud de onda :2150$m

- Temperatura :50° C

- Huo :2mL/min

- Volumen de inyeccion 20Ul

- Tiempo de retencion : gorox. 6,3 endagpril maegto

- Tiempo totd de corrida : 14 minutos

- Méodo de cdculo : Egtandar externo

3.2.2 PREPARACION DE LA FASE MOVIL.

Buffer pH 2,2,

Pesar exactamente 1,38 de Fosfab de sodio monobésico anhidro y disolver con 800
mL de agua HPLC, guda & vdor de pH 22 con &ido fosforico 85 %. Diluir con

agua HPL C cantidad suficiente para 1 litro y mezclar.

Fase Movil.

Utilizar unamezdafiltraday desgesificada de:

Buffer pH 2,2: Acetonitrilo
70 30

3.2.3 PREPARACION DE LAS SOLUCIONES DE TRABAJO.
A. PREPARACION DEL ESTANDAR

Trandferir cerca de 20 mg de Endapril mdesto esténdar, exactamente pesado a
una fiola de 100 mL. Afadir 50 mL de agua HPLC para disolver, someter d
utrasonido por 10  minutos. Mezdar y lleva a voumen con agua

HPLC.(Estandar a 100%, concentracion aprox. 0,2 mg/mL).



Medir en fiola de 25 mL, 20 mL dela solucion dd estandar d 100% mezda y
llevr a volumen con agua HPLC.(Eséndar d 80%, concentracion aprox. 0,16

mg/mL).

B. PREPARACIONDE LA MUESTRA

Pesar por separado 20 tabletas y determinar € peso promedio, moler hasta polvo
finoy pesar por duplicado d equivadente a 20 mg de Endagpril maeeto (gprox.
290 mg de molienda) y trasvasarlo a unafiolade 100 mL, adicionar 50 mL de
aguaHPLCy llevarlo d ultrasonido por 30 minutosy luego agitarlo
mecénicamente por 30 minutos. Enrasar con agua HPLC y homogenizar, filtrar a
traves de membrana 0,2 um de porosidad e inyectar por duplicado.
(concentracidn gprox. 0,2 mg/mL)

3.24 CALCULOSY RESULTADOS.

33.

Al ingresxy las vaiables de cdculo d méodo, s obtienen los resultados
directamente por generacion del programa Se inyectan por duplicado tanto d
estandar como lamuestra paradeterminar € promedio.

ENSAYO DE ADAPTABILIDAD DEL SSSTEMA
Previo alaVdidacion dd méodo anditico, se rediza un ensayo de adaptabilidad
dd sgema, d cud consste en preparar una solucion de adaptabilidad dd Sstema,
seglin 3.3.2.
La adaptabilided dd sstema cromatografico, se redizo inyectando Sucesivamente
hasta diez veces |a solucion de adaptabilidad dd sstema.
Mediante la determinacion de |os Sguientes parametros cromatograficos

- Numeros de platos tedricos (N).

- Factor decola(T)

- Redlucion (R)

- Desviacion esténdar rddiva (DSR).

se comprobd € funcionamiento de: El sstema de bombeo, inyector, horno'y
detector .



3.3.1 METODO ANALITICO POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE
ALTA PERFORMANCE.

Las condiciones cromatogreficas y la preparacion de la fase mévil es segin 3.2.1
y 3.2.2 respectivamente.

3.3.2 PREPARACION DE LAS SOLUCIONES DE TRABAJO
A. SOLUCION ESTANDAR DE ENALAPRILATO.

Disolver exactamente drededor de 10 mg de endgorilato Esténdar USP  en fiola
de 25 mL y enrasar con agua HPLC.

B. SOLUCION DE DICETOPIPERAZINA DE ENALAPRIL

Cuidadosamente colocar 20 mg de Endapril Mdesto USP en Besker de 100 mL.
Colocar d Besker sobre una plancha a la mitad de la temperaura méxima de la
plancha necesaria para fundir la muestra Cuando s funda (cerca de 5 a 10
minutos de cdentamiento), retirar inmediatamente de la plancha y dgar enfriar
(evitar & sobrecdentamiento para evitar degradacion por cdor). Dgar enfriar €
resduo a temperatura ambiente, y afadir 50 mL de acetonitrilo  y Sonicar pocos
minutos hesta disolver € resduo. La solucon contiene entre 02 y 04 mg de
Dicetopiperazina de end gpril.

C. SOLUCION ESTANDAR

Tranderir cerca de 20 mg de Endapril mdeato estandar USP, exactamente pesado
a una fiola de 100 mL. Afedir 50 mL de agua HPLC para disolver, usando

ultrasonido S fuese necesario. Afiadir 05 mL de solucion esténdar de endaorilato,

mezclar y llevar avolumen con aguaHPLC.

Concentracion:
- Endgoril mdesto etandar : 0,2 mg/mL
- Endaorilato USPRS  : 0002 mg/mL



D. SOLUCION PARA LA ADAPTABILIDAD DEL SISTEMA
Tranderir 05 mL de solucion de Dicetopiperazina de Endapril a un a fiola de
25 mL, diluir con la solucién eséndar d 100 % avolumeny mezdar.

3.3.3 PROCEDIMIENTO.

Inyectar sucesvamente hasta diez veces la solucion de adaptabilided dd sstema
L os resultados se obtendran directamente por generacion ddl programa.

3.4VALIDACION DEL METODO ANALITICO

De acuerdo alos criterios mencionados en d punto 2.5.5, parad presentetrabgo le
corresponde € TIPO |, es decir se andizaran |os Sguientes pardmetros:
Sdlectividad

- Liredided.

- Precison.

- Exadtitud.

- Rango.

3.41METODO ANALITICO POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
PERFORMANCE.

Todas las determinaciones se redizaron utilizando las condiciones cromatogreficas y la

fase movil descritasen 3.2.1 y 3.2.2 repectivamente.

3.4.2DESARROLL O DE LOSPARAMETROS DE VALIDACION

34.21 ENSAYO DE SELECTIVIDAD.
Egte pardmetro permite determinar, § d méodo es capaz de detectar Unicamente €

principio activo en unamatriz determinada

PREPARACION DEL ESTANDAR AL 100%
Esténdar Secundario:

Endapril Mdesio;

Potencia Td Cud: 99,95 %

Factor: 1,001

Lote 5111-02-034-B




MP 1557-03
Pesar exactamente 20,02 mg en fiola de 100 mL disolver y enrasar con agua HPLC
(0,2 mg/mL). Filtrar por membrana 0,20 um e Inyectar por duplicado.

A._PREPARACION DE LOS PLACEBOS.

Preparacion del placebo de excipientes
Prepaar una cattidad paa goroximadamente 200 tabletas, dguiendo las

indrucciones de fabricacion, d cud se obtiene mezdando todos los excipientes de
la formulacion exduyendo € principio activo. Las proporciones son las mismes

queenlaformulade elaboraciondd producto.

Preparacion del placebo de excipientes sin laca amarilla
Prepaar  una cantidad paa goroximedamente 200 tebletas, dguiendo  las
ingtrucciones de fabricacion, € cud se obtiene mezclando todos los excipientes de

la foomulacion excuyendo d principio activo y la laca amailla Las proporciones

son las mismas que en laférmula de daboracion de producto.

Preparacion de la muestra, Placeboal 100 %
Prepaar  una cattidad paa goroximadamente 200 tabletas, dguiendo las

indrucciones de fabricacion, € cud se obtiene mezcdando todos los excipientes de
la formulacidn. Las proporciones seran caculadas para obtener un placebo d 100
%.

B. PREPARACION DE LA MUESTRA

Pesr por duplicado exactamente 290 mg de cada uno de los placebos en fiola de
100 mL disolver y enrasar con agua HPLC (concentracion:0,2 mg/mL).

Filtrar a través de membrana 0,2 um e inyectar cada uno de estas preparaciones por

duplicado.

34.22 ENSAYO DE LINEALIDAD.
Srve paa deerminar, la proporciondidad entre la concentracion dd  principio
activo y su respuesta, demostrando la capacidad dd método para obtener resultados
linedes. Primero se determinara la Linedidad del sgema, en d cud solo s trabga
con eséndares, por lo tanto lo Unico que s edta vdidando es & ssema ( la bomba,
d detector, ec). Seguidamente e determinara la Linedidad dd méodo, en d cud



s trabga con esandares y con la matriz dd producto, y se determina como influye
lamatriz en & proceso de extraccion de la muestra.

A.LINEALIDAD DEL SISTEMA

Preparar cinco soluciones estandares en concentraciones crecientes a partir de una
misma solucién patron  (solucion madre), € intervab de concentracion esta
comprendido entre 50% y 150 % de la concentracion find de trabgo.

Endapril Mdesio;

Potencia Td Cud: 99,30 %

Factor: 1,007

Lote 5111-02-093-B  Numero de andiss MP 1321-02

A.1SOLUCION MADRE N° 1

En fiolas de 100 mL pesar exactamente 201,4 mg de Endguril Mdedo, disolver y
enrasar avolumen con agua HPLC. Concentracion: 2 mg/mL.

Egténdar d 50 %

Medir 5 mL de la solucién madre N° 1 en fiola de 100 mL, mezdar y enrasar a
volumen con agua HPLC. Concentracion: 0,1 mg/mL.

Egéndar d 75 %

Medir 15 mL de la solucion madre N° 1 en fiola de 200 mL, mezdar y enrasx a
volumen con agua HPL.C. Concentracion: 0,15 mg/mL.

Egténdar d 100 %

Medir 10 mL de la solucion madre N° 1 en fiola de 100 mL, mezdar y enrasar a
volumen con agua HPL.C. Concentracion: 0,2 mg/mL.

Edéndar d 125 %:

Medir 25 mL de la solucion madre N° 1 en fiola de 200 mL, mezdar y enrasar a
volumen con agua HPLC. Concentracion: 0,25 mg/mL.

Egéndar d 150 %!

Medir 15 mL de la solucién madre N° 1 en fiolade 100 mL, mezdar y enrasar a

volumen con agua HPL.C. Concentracion: 0,30 mg/mL.

A.2 SOLUCION MADRE N° 2



Preparar una segunda solucidon madre y hacer las mismas diluciones descritasen
Al

Filtrar através de membranas de 0,20 um e Inyectar cada uno de estas

preparaciones por duplicado.

B. LINEALIDAD DEL METODO.
Srve para determinar la proporciondidad entre la concentracion dd principio activo y

Su respuesta en presencia de lamatriz od producto.
Preparar una serie de soluciones placebo y adicionar a cada uno de dlos principio activo
en d rango de: 50 %, 100 %y 150 %.

Esandar Secundario:
Endapril Mdesio;
Potencia Td Cud: 99,95 %
Factor: 1,001

Lote 5111-02-034-B

MP 1557-03

B.1 PREPARACION DEL ESTANDAR ( solucién madre)

En fiola de 100 mL pesar exactamente 2002 mg de Endayril Mdesto, disolver y
enrasar avolumen con agua HPLC. Concentracion: 2 mg/mL.

Esténdar d 50 %:

Medir 5 mL de la solucién madre en fiola de 100 mL, mezdar y enrasar a volumen con
agua HPLC. Concentracion: 0,1 mg/mL.

Egéndar d 100 %:

Medir 10 mL de la s0lucién madre en fiola de 100 mL, mezdar y enrasr a volumen
conagua HPLC. Concentracion: 0,2 mg/mL.

Egéndar d 150 %:

Medir 15 mL de la solucion madre en fiola de 100 mL, mezdar y enrasar a volumen
conagua HPLC. Concentracion: 0,30 mg/mL.

Filtrar a través de membrana 0,2 um e Inyectar cada uno de estas preparaciones por
duplicado.




B.2 PREPARACION DE PLACEBOS
B.2.1 Preparacion del placebo de Excipientes mas € principio activo al 50 %.

Prepaar una cantidad para goroximedamente 200 tabletas, Sguiendo las ingtrucciones
de fabricacion, d cud se obtiene mezclando todos los excipientes de la formulacion.
Las proporciones seran caculadas para obtener un placebo d 50 %

B.2.2 Preparacion del placebo de Excipientes mas e principio activo al 100 %.

Preparar una cantidad para goroximadamente 200 tabletas, Sguiendo las ingtrucciones
de fabricacion, d cud se obtiene mezdando todos los excipientes de la formulacion.
Las proporciones seran caculadas para obtener un placebo d 100 %.

B.2.3 Preparacion dd placebo de Excipientes mas e principio activo al 150 % .

Preparar una cantidad para goroximedamente 200 tabletas, Sguiendo las instrucciones
de fabricacion, € cud se obtiene mezdando todos los excipientes de la formulacion.
Las proporciones seran caculadas para obtener un placebo d 150 %.

B.3 PREPARACION DE LA MUESTRA

Pesar por triplicado exactamente 290 mg de cada uno de las muesiras preparadas (50%,
100 % y 150 %) en fiola de 100 mL disolver y enrasar con agua HPLC (concentracion
02 mg/mL).

Filtrar a través de membrana 0,2 um e inyectar cada uno de edas preparaciones por
duplicado.

3.4.2.3 ENSAYO DE PRECISON.
Esladispersdn delamedida drededor de un vaor medio.

Primero s determinara la Precison dd dsema en d cud s0lo s trabga con
eténdares, Seguidamente se determinara la Precision dd méodo, en d cud =
trabaja con estdndares'y con la matriz del producto.

A.PRECISION DEL SISTEMA.

Para ver s d méodo es capaz de dar resultados semeantes o drededor de un vaor
medio cuando se hacen andisis REPETIDOS en una muestra homogénea.

Estandar Secundario:




Endapril Mdesio;

Potencia Ta Cud: 99,95 %

Fector: 1,001

Lote: 5111-02-034-B; Numero de andiss MP 1557-03

A.1PREPARACION DE LOS ESTANDARES ( solucién madre)

En fiola de 100 mL pesxr exactamente 2002 mg de Endagpril Mdeao, disolver y
enrasar avolumen con agua HPLC. Concentracion: 2 mg/mL.

Egténdar d 50 % :

Medir 5 mL de la solucion madre en fiola de 100 mL, mezdar y enrasar a volumen
con agua HPLC. Concentracion: 0,1 mg/mL.

Egdndar d 100 % :

Medir 10 mL de la s0lucién madre en fiola de 100 mL, mezdar y erasar a
volumen con agua HPLC. Concentracidn: 0,2 mg/mL.

Egéndar d 150 %

Medir 15 mL de la solucion meadre en fiolade 100 mL, mezdar y enrasar a

volumen con agua HPL.C. Concentracion: 0,30 mg/mL.

Filtrar através de membrana 0,2 um e inyectar cada uno de estas preparaciones por
duplicado.

A.2 PREPARACION DE LA MUESTRA

Un andigta prepara sais soluciones estdndares d 100 %y lo inyecta por duplicado.

Endapril Mdesio;

Potencia Ta Cud: 99,30 %

Fector: 1,007

Lote: 5111-02-093-B; Numero de andiss MP 1321-02

A.2.1 SOLUCION MADRE

Trandferir cerca de 201,4 mg de Endapri Mdeato, exactamente pesado a una fiola
de 100ml y afiadir 50m agua HPLC para disolver usando ultrasonido S fuese
necesario. Llevar avolumen con agua HPLC y mezdar.

Concentracion: 2 mg/mL.

Egténdar d 100 %

Medir 10 mL de la solucion madre en fiola de 100 mL, mezdar y erasar a
volumen con agua HPL.C. Concentracion: 0,2 mg/mL.




Filtrar a través de membrana 0,2 um e inyectar cada uno de estas preparaciones por
duplicado.

B.PRECISION DEL METODO.
Es una medida de la REPRODUCIBILIDAD dd método.
Este ensayo se andiza con @ mismo lote utilizado parala repetibilidad.

METODO OPERATORIO.

Dos andidas diferentes, trabgaran s8s muedras cada uno en diferentes dias
sguiendo d méodo propuesto.

Estandar Secundario:

Endapril Mdesto;

Potencia Td Cud: 99,95 %

Factor: 1,001

Lote 5111-02034-B; MP 1557-03

B.1 PREPARACION DE LOSESTANDARES ESTANDARES ( solucién

madr e

En fioa de 100 mL pesax exactamente 2002 mg de Endepril Mdeato, disolver y
enrasar avolumen con agua HPLC. Concentracion: 2 mg/mL.

Esténdar d 50 %:

Medir 5 mL de la solucion madre en fiola de 100 mL, mezdar y enrasar a volumen
con agua HPLC. Concentracion: 0,1 mg/mL.

Egdndar d 100 % :

Medir 10 mL de la solucion madre en fiola de 100 mL, mezdlar y erasar a
volumen con agua HPL.C. Concentracion: 0,2 mg/mL.

Egéndar d 150 %:

Medir 15 mL de la s0lucién madre en fiola de 100 mL, mezdar y erasar a
volumen con agua HPL.C. Concentracion: 0,30 mg/mL.

Filtrar a través de membrana 0,2 um e inyectar cada uno de estas preparaciones por
duplicado.



B.2 PREPARACION DEL PLACEBO DE EXCIPIENTESMASEL

PRINCIPIO ACTIVO AL 100 %.

Prepaar una cattidad paa goroximadamente 200 tabletas, dguiendo  las
ingrucciones de fabricacion, d cud se obtiene mezclando todos los excipientes de

la formulacion. Las proporciones serdn cadculadas para obtener un placebo d 100
%.

B.3PREPARACION DE LA MUESTRA

Pesar exactamente (de B.2) sas muedtras de 290 mg cada uno, en fiola de 100 mL
disolver y enrasar con agua HPL.C (concentracion: 0.2 mg/mL).

Filtrar a través de membrana 0,2 um e inyectar cada uno de estas peparaciones por
duplicado.
Redizar d mismo test estadistico empleado en la precision dd sstema

3.4.24 ENSAYO DE EXACTITUD (Error sstemético 0 Sesgo)

Mide € grado de concordancia entre los valores obtenidos y d vaor verdadero.

Para este edtudio se trabga con los mismos estandares y muestras preparadas para
degterminar la Linealidad Dl método. Cada muestra debe sr andizada (pesado)
por triplicado e inyectado por duplicado.

3.4.2.5 RANGO

Cumplides las especificaciones de Linedidad dd ssema, Linedidad dd Méodo,
Precison dd dgema, Precison dd méodo y la Exactitud, queda esteblecido  que
e rango de este méodo anditico es de 50 % a 150 %, verificandose que d méodo
anditico funciona correctamente cuando se golican a muedras que contienen
principio activo a concentraciones igudes a los extremos superior e inferior, asi
como dentro del intervalo de concentracion definido.



V. RESULTADOS.

4.1 ADAPTABILIDAD DEL SISTEMA.
Losresultados de adaptabilidad dd sstema cromatografico se detdlan en latabla 4.1

Ver gréficosen ANEXO 1
4.2 SELECTIVIDAD
Placebo de excipientes:
No se detecta ninguna respuesta. Sgnificativaen @ cromatograma, es decir la

respuestaeslined

Placebo de excipientes sin laca amarilla:

No se detecta ninguna respuesta Significativaen € cromatograma, es decir la
respuestaeslined
Placebo mas principio activo al 100 % :

Respuesta significativa, con un tiempo de retencion : 6,3 minutos

Esandar al 100 % de Enalapril maleato:

Respuesta sgnificativa, con un tiempo de retencion: 6,3 minutos

Los resultados obtenidos de placebo mes @ principio activo d 100% y dd eténdar d
100% dd endgoril maesto son concordantes, tanto en la concentracion como en €

tiempo de retencion.

Ver gréficosen ANEXO 2



TABLA 4.1. ADAPTABILIDAD DEL SISTEMA CROMATOGRAFICO

PARAMETROS ANALITOS ESPECIFICACIONES RESULTADOS
NGmeros de pletos Teoricos Enalapril Minimo 300 1 056,2
N) Dicetopiperazina de Enalapril | Minimo 2 500 11 132,3

Enalaprilato Minimo 1 000 1588,4
Factor cola (Tailing) (T) Enal april Maximo 2,0 1,099

Entre & Enaaprilato y Minimo 2,0 9,671
Resolucion (R) Enalapr _ _

Entre el Endapril y Minimo 2,0 8,424

Dicetopiperazina de Enal april

Enal april Maximo 2,0 % para cinco 0,62 %
desviacion estandar relativa inyecciones replicadas (10

(RSD) Inyecciones en total )
Enalaprilato Aproximadamente 5,0 % 0,96 %




43 LINEALIDAD
4.3.1LINEALIDAD DEL SISTEMA
4.3.1.1 EVALUACION ESTADISTICA:
A. CALCULO DE LA RECTA DE REGRESION
Determinar la curva de regreson, Sobre los puntos individudes y sn promediar.

Parad caso de unarectalafuncién tomalaforma

y=bx+a

Donde:

x :Concentracion o cantidad de andito (variable independiente)

y: Respuesta (variable dependiente).

b: vélor de la pendiente (indicala sensibilided del método).

a Ordenada de origen (termino independiente o intercepto). Para probar que la
recta pasa por d origen 'y que cuaquier desviacion se debe a un error degtorio.

Formulaparahdlar “&’ Formulapara hdlar “b’
a= Sy - bSx Sxy - SxSy
n b= . n_.
SX- (SX)°
n

n: Numero de muedtras.

RESUL TADO: Delos datos obtenidos delastablas 4.2y 4.3 se obtienenlos
sguientes vaores.

a=-973087

b = 230661,68;

(Ver gréficoen Fig4.1)

ECUACION DE LA RECTA: 'Yy =230661,68X - 973087



TABLA 4.2. RESULTADOS DE LINEALIDAD

LINEALIDAD DEL

SISTEMA

DEL SISTEMA

ENALAPRIL 10 mg TABLETAS RECUBIENTAS

X (Concentracion) Y (Areas)
50% 452020
50% 454800
50% 436922
50% 458210
X -

75% 683691 (Concentracion) Y (Areas)
75% 688855 50%-1 453410.00
75% 674394 50%-2 447566.00
75% 685229 Area Promedio 450488.00
100% 926608 75%-1 686273.00
100% 921042 75%-2 679811.50
100% 903780 Area Promedio 683042.25
100% 907099 100%-1 923825.00
125% 1135429 100%-2 905439.50 TABLA DEAREAS
125% 1153117 Area Promedio 914632.25 PROMEDIOS
125% 1135910 125%-1 1144273.00 X Y
125% 1144338 125%-2 1140124.00 50% 450488.00
150% 1372596 Area Promedio 1142198.50 75% 683042.25
150% 1388278 150%-1 1380437.00 100% 914632.25
150% 1364243 150%-2 1367999.50 125% 1142198.50
150% 1371756 Area Promedio 1374218.25 150% 1374218.25

Coeficiente de

Correlacion Lineal = 0.99970




TABLA 4.3 LINEALIDAD DEL SISTEMA
N° de
muestra uginy.: X Area: Y X*Y X2 Y? f(Y/X)
1 2 453410.00 906820 4 2.05581E+11 226705.00
2 2 447566.00 895132 4 2.00315E+11 223783.00
1 3 686273.00 2058819 9 4.70971E+11 228757.67
2 3 679811.50 2039434.5 9 4.62144E+11 226603.83
1 4 923825.00 3695300 16 8.53453E+11 230956.25
2 4 9054 39.50 3621758 16 8.19821E+11 226359.88
1 5| 1144273.00 5721365 25 1.30936E+12 228854.60
2 5| 1140124.00 5700620 25 1.29988E+12 228024.80
1 6| 1380437.00 8282622 36 1.90561E+12| 230072.83
2 6| 1367999.50 8207997 36 1.87142E+12| 227999.92
SUMATORIA 10 40 9129158.5| 41129867.5| 180| 9398555954176.75| 2278117.78
PROMEDIO 227811.78
DESVIACION ESTANDAR 2057.13
COEFICIENTE DE
VARIACION 0.90



SISBIB 
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B. INTERPRETACION ESTADISTICA DE LA REGRESION LINEAL
Redlizar lainterpretacion estadistica de laregreson lined, através dd cdculo de:
- Cdculo dd coeficiente de corrdacion (r).

- Limitede confianzadd intercepto a

- Limite de confianza de la pendiente b.

- Coefiente de variacion de |os factores de respuesta.

a. CALCULO DEL COEFICIENTE DE CORRELACION (r)

Se determina paraevauar @ gude d modeo lined propuesto: y = bx + a

Y reflgad grado de relacion o ligazén entre las concentraciones (X) y su respuesta
(Y)

Formula para hdlar “r”

Sxy - SXSY

n .
(SX—(SX)°) (Sy2 - (SY))
n n

r= .

El vdor de

r = 1 indica unarecta perfectamente lined.

r =-1indicaunarecta perfectamente lined negativa
r = 0indicaque no hay corrdacion entrex ey.

CRITERIO DE ACEPTACION MINIMO 0,99

RESULTADCO: I =0,99970

COEFICIENTE DE DETERMINACION “r* (MINIMO 0,99)
Indicad grado de guste de la ecuacion.

r* = 0,99940
Interpretacion: B 99,44% de las variaciones s2 debe alainfluenciade lavariable
“X" (concentracion inyectada)
Sin embargo d mgor indicativo dd moddo linedl noes“r” , 9no un test
estadidtico.



TEST ESTADISTICO PARA EL COEFICIENTE DE CORRELACION “r”.
End cud se cdculad vaor de tegreson (test de regresion) con n— 2 grados de
libertad y un intervalo de confianza de 95 % ( a = 0,05) se compara.con € valor de
tiapla (test tabulado) parad nivel de confianza requerido.

a= probabilidad de cometer error (p).

1- a= grado de confianza

Formulaparahdlar t;

tregresionzg(J_l r lV n-—
V{i-r)

-HIPOTESISNULA (Ho): No corrdacién entrex ey (r =0)
-HIPOTESISALTERNA (H1): “r" NO debe ser sgnificativamente diferente de

uno(rt 0

CRITERIO DE ACEPTACION. H véor detregresion debe ser mayor atiania La
hipétesis Nula se rechaza, exigtiendo una corrdacion lined significativa. Por lo
tato r@Ll

RESULTADOS:

tavia : 2,101 Para20 — 2 =18 gradosdelibertady p=0,05
tegreson 173,17

ComOtregresion >>>>>> tiania La S existe unacorrdacion lined significativa entre

Xey(?0).

b. LIMITE DE CONFIANZA DEL INTERCEPTO“@’ . Estevaor secaculaen

funcién de su Varianza (S

Formulapara hdlar laVARIANZA dd intercepto “&’: (Saz)

2= S7. (SXP = 306291056
n



Formulaparahdlar laDESVIACION ESTANDAR dd intercepto “d’ (Sc.)
s= Osf =1750117

Sydativa(%) = S x 100=17985

a

Formulapara hdlar los LIMITES DE CONFHANZA dd intercgpto
a=at/-tigaa

tiapla= Es € vaor obtenido en latabla de digtribucion de student, con las Siguientes
condidones:

- n2 grados de libertad

- Probabilidad de cometer error (p) de 0,05, es decir un grado de confianza ddl
95 %

RESULTADO:
Intervalo de confianza del intercepto “ &’

tiaia= 2,306; para10-2 = 8 grados de libertad y p= 0,05
a=-973087 +- 2306x 17 501,17

a=-5008857 hata 3062683

DETERMINACION DEL TEST ESTADISTICO DEL INTERCEPTO “&”

Se redliza estableciendo una comparacion entre“teg” Y “ tiapia”

FormulaparaHalar EL VALOR DE T EXPERIMENTAL "te@”

tp=_lal .

Sa

tiznia= 2,306; paal0d-2=8 gradosdelibetady p=005



CRITERIO DE ACEPTACION:
Debe cumplire que top e menor que taa Segin las condiciones

mencionadas, Entonces @ vaor de“d’ es aceptable.

RESULTADO:

tiania= 2,306,

top-=056

Como texp <<< lizbla, S existe una corrdacion lined Sgnificetiva, y d valor de

“d' esaceptable.

c. LIMITE DE CONFIANZA DE LA PENDIENTE “b’. Este vaor se calculaen

funcion de su Vaianza (Sp)

Formulapara hdlar laVARIANZA delapendiente“b’:  (Sh)

S= Sy . =191420625
S — (Sy)
n

Formula para hdlar la VARIANZA DEL ERROR EXPERIMENTAL TOTAL

(determinacion de la varianza de X sobreY)

Sy = Sy?- aSy - bsxy =38284 10500
n2

Sy =618742

Formula para hdlar laDESVIACION ESTANDAR de la pendiente “b’: (Sb)

§= Dsb2 = 138355

Yrdaiva%) = S x 100 = 060%
b

Formulapara hdlar los LIMITES DE CONFIANZA de la pendiente “b":



b=b+- ttzhlaD

ttana= Esd vaor en latabla de la distribucion de student con las Siguientes
condliciones:

- n-2 grados de liberted

- Probabilidad de cometer error (p) de 0,05, es decir un grado de confianza dd 95 %

RESULTADO:
Intervalo de confianza de la pendiente “b”

tiania= 2,306; para10-2 = 8 grados de libertad y p=0,05
b=230661,68

b=230661,68 +- 2.306x 138355
b= 22747121 heda 23385215

DETERMINACION DEL TEST ESTADISTICO DE LA PENDIENTE “b”
Se redliza estableciendo unacomparacion entre“teg” Y tiabia”

Formulapara hallar EL VALOR DE T EXPERIMENTAL “teg”

tiaia= 2,306; paal0d-2=8 gradosdelibetady p=0,05

TEST DE HIPOTESISPARA LA PENDIENTE “b”
- HIPOTESISNULA(HO0): “b” esigud acero (b =0)
- HIPOTESISALTERNA(H1): “b"es dgnificaivamente diferentedecero (bt 0



CRITERIO DE ACEPTACION B vdorde top esmayorque tiia

Entonces la Hipdtess nula se rechaza. Por lotantob* O

RESULTADO:
tiznia= 2,306; para10-2 = 8 grados de libertad y p=0,05

foq.= 166,72

Como teqp >>>>>liaa S existe unacorrelacion lined sgnificativa, entoncesla

pendiente“b” esdggnificaivamente diferentedecero (bt 0

d. CALCULO DEL COEFICIENTE DE VARIACION (C.V) DELOS
FACTORES DE RESPUESTA (f):

CRITERIO DE ACEPTACION:
CV<5%
Formula para hdlar “f”

f=y
X

RESULTADOS.
Promedio de“f” 1 227811,78
Desviacion esténdar de “f” : 206713
Coeficiente devariacion (CV)  :090%

Ver graficosen ANEXO 3

4.3.2 LINEALIDAD DEL METODO

4.3.21 EVALUACION ESTADISTICA:

A. CALCULO DE LA RECTA DE REGRESION



Determinar la curva de regresion, Sobre los puntos individudes y sn promediar.
Parad caso de unarectalafuncion tomalaforma

y=bx+a

Donde:

x: Concentracion o cantidad de andito (variable independiente)

y: Respuedta (variable dependiente).

b: vaor de la pendiente (indicala senshilidad del método).

a Ordenada de origen (termino independiente o intercepto). Para probar que la
rectapasapor € origen 'y que cuadquier desviacion se debe a un error aegtorio.
Formula parahdlar “&

a= Sy - bSx

n

Formula para hdlar “b”

Sxy - SxSy
b=. .

n
SX*- (SX)°
n n: Numero ce muestras.

RESUL TADO: Delos datos obtenidos de lastablas 4.4y 4.5 se obtienen los

sguientes vaores.

a= 243840
b=224292,08

(Ver gdicoen Hg. 4.2)
ECUACION DE LA RECTA: 'y =22429208 X + 243840



LINEALIDAD DEL METODO

TABLA 4.4. RESULTADOS DE LINEALIDAD DEL METODO

ENALAPRIL 10 mg TABLETAS RECUBIERTAS

Correlacién Lineal =

X (Concentracion) Y (Areas)
50% 450960
50% 448124
50% 440593 X (Concentracién) Y (Areas)
50% 444886 50%-1 449542.00
50% 454710 50%-2 442739.50
50% 455732 50%-3 455221.00
100% 904790 PROMEDIO 449167.50
100% 902687 100%-1 903738.50
100% 908150 100%-2 908726.00
100% 909302 100%-3 897486.00 | TABLADEAREAS
100% 897779 PROMEDIO 903316.83 | PROMEDIOS
100% 897193 150%-1 1347819.50 X Y
150% 1340210 150%-2 1341321.50 50% 449167.50
150% 1355429 150%-3 1349866.50 100% 903316.83
150% 1344984 PROMEDIO 1346335.83 150% 1346335.83
150% 1337659
150% 1351400
150% 1348333

Coeficiente de 0.99987




TABLA 45 LINEALIDAD DEL METODO
N° de ug iny.:
muestra X Area: Y XY X \4 f(Y/X)
2| 449542.00 899084 4 2.02088E+11 224771.00
2| 442739.50 885479 4 1.96018E+11 221369.75
2| 455221.00 910442 4 2.07226E+11 227610.50
4| 903738.50 3614954 16 8.16743E+11 225934.63
4 908726.00 3634904 16 8.25783E+11 227181.50
4| 897486.00 3589944 16 8.05481E+11 224371.50
6| 1347819.50 8086917 36 1.81662E+12 224636.58
6( 134132150 8047929 36 1.79914E+12 223553.58
6| 1349866.50 8099199 36 1.82214E+12 224977.75
SUMATORIA 36| 8096460.5 | 37768852 168 8491240111884.25 2024406.792
PROMEDIO 224934.09
DESVIACION ESTANDAR 1879.46
COEHCIENTE DE
VARIACION 0.84
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B. INTERPRETACION ESTADISTICA DE LA REGRESION LINEAL
Redizar lainterpretacion estadigtica de laregreson lined, através del caculo de
- Cdculo dd coeficiente de cardacion (r).

- Limitede confianzadd intercepto a

- Limite de confianza de la pendiente b.

- Coefiente de variacion de | os factores de respuesta.

a. CALCULO DEL COEFICIENTE DE CORRELACION (r) (MIiNIMO 0,995)
Se determina para evaluar d guste d moddo ined propuedo: y = bx + g Y reflga

el grado de relacion o ligazdn entre las concentraciones (X) y su respuesta (Y)

Formulapara hdlar “r”

Sxy - SXSY

. n .
(SX—(Sx°) (Sy2 - (SY))
n n

r=

El vdor de
r = 1 indica unarecta perfectamente lined.
r = -1 indicaunarecta perfectamente lined negativa

r = 0indicaque no hay corrdacion entrex ey.

RESULTADO: I =0,99987

COEFICIENTE DE DETERMINACION “r* (MINIMO 0,99)
Indicae grado de guste de la ecuacion.
r? = 0,99974
Interpretacion: El 99,97% de las variaciones 2 debe alainfluenciade lavariable
“X” (concentracion inyectada)
Sin embargo & mgor indicativo dd modeo lined no esr, Sno un test estadigtico.



TEST ESTADISTICO PARA EL COEFICIENTE DE CORRELACION “r”.

En & cud s cdcula d vaor de tegeson (test de regresion) con n — 2 grados de
libertad y un intervdlo de confianza de 95 % ( a = 0,05) se compara con d vdor de
tiapla (test tabulado) parad nivel de confianza requerido.

a= probabilidad de cometer error (p).

1- a= grado de confianza

Formula para hallar tregresion

tregraionzg(J.l |’| vVin—
V{i-r)

-HIPOTESISNULA (Ho): eslano corrdacion entrex ey (r=0)
-HIPOTESISALTERNA (H1): “r" NO debe ser sgnificativamente diferente de

uo (rt 0).

- CRITERIO DE ACEPTACION. S d vaor obsarvado de tregresion €5 mayor a
tianla- Lahipotesis Nula se rechaza, existiendo una correlacion lined significativa,
porlotanto r @1

RESULTADOS:
teia : 2,12 Paral8 — 2= 16 gradosdelibertad y p= 0,05
tregrasion : 248,05

COMO tregresion >>>>>>>> 14, S existe unacorreacionlined sgnificativa

entreX ey (rt 0).

b. LIMITE DE CONFIANZA DEL INTERCEPTO“@’ . Estevaor secaculaen

funcion de su Varianza (S

Formula parahdlar laVARIANZA dd intercepto “&’:  (S%)

Fa=  Fp. (SX)* =1625441 400
n



Formula parahdlar laDESVIACION ESTANDAR dd intercepto “&’ (Sc‘)
s= [s? =4031676

Sydativa(%) = Sy x 100=165341%
a

Formulapara hdlar los LIMITES DE CONFIANZA dd intercepto
a=a+/- g

tiana= Es € vaor obtenido en latabla de distribucion de student, con las Sguientes
condiciones.

- n2 grados de libertad

- Probabilidad de cometer error (p) de 0,05, es decir un grado de confianza del
95 %

RESULTADO:
ttanla=2,365; para9-2 =7 grados de libertad y p = 0,05

Intervalo de confianza dd intercepto “ &’
a=243840 +- 2,365x40 316,76
a=-92910,74 hega 9778754

DETERMINACION DEL TEST ESTADISTICO DEL INTERCEPTO “&’

FormulaparaHalar EL VALORDE T EXPERIMENTAL “tep”

to=_lal .

Sa



CRITERIO DE ACEPTACION:
S tep es menor que tia Segln las condiciones mencionades, Existe una

corrdacion lined significativa

RESULTADO:
tiania= 2,365; paa9-2 =7 gradosdelibertady p=0,05

top= 075

c. LIMITE DE CONFIANZA DE LA PENDIENTE “b’.

Este valor se caculaen funcion de su Vaianza (S)

HIPOTESISNULA (Ho): b=0
CRITERIO DE ACEPTACION: “b" debe ser significativamente diferente de cero

Formula parahdlar laVARIANZA delapendiente“b’:  (S%)

S . Sy . =14483775%6
X~ (Sy)°
n

Formula parahdlar laVARIANZA DEL ERROR EXPERIMENTAL TOTAL
(determinacion de la varianzade X sobreY)

Sxy = Sy?- aSy - bSxy =34 761 06143
n2

Sy =58%85
Formula parahdlar laDESVIACION ESTANDAR de la pendiente “b’: (SD)

= 52 =12150

Syeativa%) = S, x 100 = 054%

b



Formulapara hdlar los LIMITES DE CONFHANZA de la pendiente

b=b+- tgyash

tiana= Esd vaor en latabla de la distribucion de student con las Siguientes
condiciones.

- n-2 grados de libertad

- Probabilidad de cometer error (p) de 0,05, es decir un grado de confianza dd 95 %

RESULTADO:
tiania= 2,365; paa9-2 =7 gradosdelibertad y p=0,05

Intervalo de confianza de la pendiente “ b”

b = 22429208 +/- 2.365 x 120349
Intervao de confianzade b= 22144583 hagta 227 138,33

DETERMINACION DEL TEST ESTADISTICO DE LA PENDIENTE “b”

Formulapara halar EL VALOR DE T EXPERIMENTAL “teqo”

top=_I bl .

S

CRITERIO DE ACEPTACION:
S fep e mayor que tipa Existe una correlacion lined sgnificativa, entonces
la pendiente “b” es dgnificaivamente diferente de cero y se rechaza la hipGtesis

nula



tiania= 2,365; paa9-2 =7 gradosdelibertad y p= 0,05

toq= 18637

d. CALCULO DEL COEFICIENTE DE VARIACION (C:V)DELOS
FACTORES DE RESPUESTA(f):

CRITERIO DE ACEPTACION:
CV<5%
Formula para hdlar “f”

f=y
X

RESULTADOS:

Promedio de “f” 1 22493409
Desviacion estandar de “f” : 187946
Codficientedevariacion (CV) 084 %

Ver graficosen ANEXO 4

4.4 PRECISION

4.4.1. PRECISION DEL SISTEMA
4.4.11 EVALUACION ESTADISTICA

A. LA PRECISION SE EXPRESA MATEMATICAMENTE, CALCULANDO LA
DISPERSION DE LOSDATOSRESPECTOA LA MEDIA.

- Desviacion estandar O ()

- Desviacion estandar rdlativa (RSD) o coeficiente de variacion (C.V).



Muestra N° Concentracion del
estandar al 100 %
1 99,19 %
2 100,63%
3 99,76 %
4 100,06 %
5 99,79 %
6 100,71%
AndlissEgtadistico
N° de Muestras (n) 6
Media(X) 10002 %
Desviacion esténdar (S) 0,576
Coeficiente de repetibilidad (C.V.) 058%
(M&ximo 3,9%)

B. CALCULODEL LIMITE DE CONFIANZA INDIVIDUAL

Formula

X +- Ttabla. S

fiavla = esd vaor en latablade ladistribucion de student con las siguientes

condiciones.

-n— 1 gradosdelibertad
- Probabilidad de cometer error (p) de 0,05, es decir un grado de confianza dd 95 %

RESULTADO:
Intervao de confianza individud :

t.=2571; paa6-1=>5 gradosdelibetady p=0,05

Intervalo de Confianza
100,02% +/ - 2571 x 0576


SISBIB



Intervdlo de Confianza= 98,54 % hasta 101,50 %

C. TAMBIEN SE CALCULA EL LIMITE DE CONFIANZA DE LA MEDIA (U )

Formula

H=X +/- tuax$S
[h

fiaia = esdl valor enlatablade ladistribucion de student con lassguientes
condiciones.

-n— 1 gradosdeliberted

- Probabilidad de cometer error (p) de 0,05, es decir un grado de confianza dd 95 %

RESULTADO:
tania= 2,571, paa6-1="5 grados delibertad y p = 0,05
Intervdo de confianza

I = 10002 +/- 2571x 0576
[k

Intervalo de confianza= U = 9942% a 100,62 %

Ver graficos en ANEXO 5

4.4.2. PRECISION DEL METODO

4421 EVALUACIONESTADISTICA

A. LA PRECISION SE EXPRESA MATEMATICAMENTE, CALCULANDO LA
DISPERSION DE LOSDATOSRESPECTOA LA MEDIA.

- Desviacion estandar O (S)

- Desviacion esténdar relaiva (RSD) o codficiente de variacion (C.V).



Andiga“A” Andista“B”
Muestras Fecha:26-08-2003 Fecha01-09-2003;
N° Concentracion d Concentrecion d
100% 100%
1 101,15% 101,78 %
2 99,9 % 99,61 %
3 99,50 % 98,83 %
4 100,88 % 100,22 %
5 100,75% 99,36 %
6 99,9 % 99,22 %
AndlissEstadistico
N° de Andiss (n) 12
Media( X) 100,102 %
Desviacion esténdar (S) 0,831
Coeficiente de repetibilidad (C.V.) 0,88%
(M&ximo 5,5%)
Ver gréficos en ANEXO 6

45 EXACTITUD
45.1 EVALUACION ESTADISTICA
Determinar |os Siguientes pardmetros estadisticos:
- Calculo del porcentgje de recuperacion de cada concentracion.
- Calculo de la Desviacion esténdar O (9
- Cdculo delaDesviacion estandar reativa (RSD) o coeficiente de variacion (C.V).

-También secdculad “ 1" de Student


SISBIB 



a. CALCULO DEL PORCENTA.JE DE RECUPERACION DE CADA
CONCENTRACION

Concentracion Promedio en % % Recuperado
encontrado
50%-1 49,83 % 99,66 %
50%- 2 49,10 % 98,20 %
50%- 3 5048 % 100,96 %
100 %- 1 100,33% 100,32 %
100 %- 2 100,67 % 100,67 %
100 %- 3 99,73 % 99,73 %
150 %- 1 150,62 % 100,41 %
150 %- 2 149,05% 99,37 %
150 %- 3 14942 % 99,61 %

AndlisisEstadistico
N° de muediras (n) 9
Recuperacion Promedio ( R) 99,88 %
(Espedificiacion: 90 - 100%)
Desviacion esténdar (S) 033
Coeficiente de repetibilidad (C.V.) 083%
(Mé&ximo 5,0%)

b. CALCULO DEL PORCENTAJEDE“ T” DE STUDENT,

Para confirmar que d vador medio no difiere dgnificativamente de aceptado como

referencia

Formulaparahdlar € “t” experimenta (t@(p)

fep =[100-R] [h
RSD



Halando e “t” detabla ({t)

ftebla= 2,306 ; Con las sguientes condiciones

n—1= gradosdelibetady
Probabilidad de cometer error (p) de 0,05, es decir un grado de confianza del 95 %

CRITERIO DE ACEPTACION:
St es menor que  tigya NO exigte diferencia sgnificativa entre la

recuperacion mediay @ 100 %, y la exactitud es apropiada.

RESULTADO
tiania= 2,306; paa9 - 1 =8 gradosdelibertad y p = 0,05

o= 043



TABLA 46 RESUMEN DE RESULTADOS

PRINCIPIO ACTIVO

METODO ANALITICO

TIPO DE VALIDACION:

ENALAPRIL MALEATO PROSPECTIVA
ENSAYOS ESPECIFICACIONES RESULTADOS
1. SELECTIVIDAD No debe presentar Conforme
Interferencia de excipientes interferenciade
excipientes
2. LINEALIDAD DEL SISTEMA
- Coeficiente de corrdacion (r) Minimo 0,995 0,99970
- Coeficiente de determinacion (1) Minimo 0,99 0,99940
- Test estadistico parad “r’ t.tabla= 2,101 t.regreson = 173,17

P=0,05; y n —2 grados de libertad

t.regresion > > ttabla

- Coeficiente de Variacion Ma&ximo 5,0 % 0,90 %
- Prueba de Linedidad de la pendiente ttabla = 2,306 texp = 166,72
P=0,05; y n —2 grados de libertad texp > ttabla
- Pruebade proporcionalidad ddl Intercepto
P=0,05; y n —2 grados de libertad ttabla= 2,306 texp= 0,56
texp < ttabla
3.LINEALIDAD DEL METODO
- Coeficiente de corrdacion (r) Minimo 0,995 0,99987
- Coeficiente de determinacion (r%) Minimo 0,99 0,99974
- Test estadistico parad “r’ t.tabla=2,12 t.regresion = 248,05

P=0,05; y n —2 grados de libertad

t.regreson > > t.tabla

- Codficiente de Variacion Méximo 5,0 % 0,84 %

- Prueba de Linedidad de la pendiente ttabla = 2,365 texp = 186,37

P=0,05; y n —2 grados de libertad texp > ttabla

- Pruebade proporciondidad del Intercepto ttabla= 2,365 texp= 0,75

P=0,05; y n —2 grados de libertad texp < ttabla

4. PRECISION DEL SISTEMA

Coeficiente de Variacion Maximo 3,9 % 0,58 %

5. PRECISION DEL METODO

Coeficiente de Variacion Mé&ximo 5,5 % 0,88 %

6. EXACTITUD

- Porcentgje de recuperacion 90% - 110% 99,88%

- Test de recuperacion mediay d 100% ttabla = 2,306 texp= 0,43
p =0,05; y n—1 = Grados de libertad texp < ttabla
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V. DISCUSION

Selectividad

El mé&odo anditico es sdectivo, por que los excipientes de la formulacion no
interfieren en la determinecion dd principio activo ya que no s detecta ninguna
respuesta Sgnificativa en @ cromatograma, obteniéndose una lectura de 0% Sendo
d maximo 05%, ademé&s d méodo, diferenda d principio attivo de sus
compuestos relacionados. As mismo los tiempos de retencion son Smilares tanto

parad esandar como parala muestra (6,3 minutos).

Linealidad del Sistema

Se andizaron las gguientes concentraciones 50%, 75%, 100%, 125% y 150%,
(Sendo d 100% igud a 02mg/mL) las cudes d ser evduadas estadisticamente, se
observo que para d rango entre 50% y  150%, se obtiene un  coeficiente de
cordacion  r = 099970, dendo d vador minino de 0995. y un codidente de
determinacion 1 = 0,99940, sendo @ vaor minimo de 0,99, lo que demuestra que
exigte regresion (relacion linedl) entre las variables concentracion y sus respuestas.

Para confirmar que dicha regreson es Lined, se aplico un test de regresion (test de
Student), donde debe cumplirse @ vaor de iegeion (173,17) debe se mayor d Tiaia
(2101), con wna probabilidad de cometer error de p = 0,05 y n — 2 grados de
libertad. Este resultado corrobora lalinedided dd Ssemainsrumentd.

As mismo s determino @ codficiente de variacion de los factores de respuesta “ f

" @ cud debe s maximo 5%, obteniéndose 0,90%, lo que demuedra que cumple
la.condicion de proporciondidad y € error sstema es despreciable.

Linealidad del Sistema

Se andizaron las gguientes concentraciones. 50%, , 100%, y 150%, las cudes d
ser evduadas edtadisticamente, se observo que para @ rango entre 50% y  150%, s
obtiene un  codfidente de corrdacion r = 0,99987, Sendo d vaor minino de 0,995.
Y un codficiente de determinacion £ = 099974, sendo @ vdor minimo de 099, lo
gue demuestra que exise regreson (rdacion lined) entre las variales

concentracion y sus respuestas.



Para confirmar que dicha regresion es Lined, se golico un test de regresion (test de
Student), donde debe cumplirse d vaor de treyeson (248,05) debe se mayor d tiania
(2,12), con una probabilided de cometer error de p = 005y n — 2 grados de libertad.
Este resultado corroboralalinedlidad dd método.

As mismo se determino @ coeficiente de variacion de los factores de respuesta “ f

" d cud debe ser méximo 5%, obteniéndose 084%, lo que demuestra que cumple
lacondicién de proporciondidad y € error Ssteméatico del método es despreciable.

Precision

El estudio de precison dd dsema mostrd una buena repetibilidad de los
resultados, obteniéndose una desviacion esténdar reldiva (RSD) de 0,58%, siendo
d vdor méximo de 39 %.

El edudio de precisén dd méodo mostré una buena reproducibilidad de los
resultados, obteniéndose una desviacion eséndar rdativa (RSD) de 0,88%, dendo
d vdor méximo de 5,5 %.

Exactitud

Como s observa en la tabla, se obtuvieron valores de desviacion esténdar relativa
(RSD) de 0,83% dendo d vador méximo 3,9%, y porcentge de recuperacion fue de
99,88%, dentro de |os limites establecidos (90% a 110%),

Para demogtrar que no hay diferencia Sgnificaiva entre la recuperacion media y d
100 %, se aplico un test edtadidtico (test de Student), donde debe cumplirse: € vaor
de topaimeta (043) debe s menor d Tiaia (2,306), con una probabilidad de cometer
eror de p = 005y n— 1 grados de libertad. Este resultado corrobora que d méodo

€S exacto.

Todos los resultados obtenidos en la vdidadon dd méodo anditico, permite
asgurar que € méodo anditico es confidble. De esta manera se comprobd
expaimentdmente la utilidad dd procedimiento edablecido para la vdidacion de
métodos andliticos



CONCLUSIONES

1. El méodo es sdectivo; por no exidir inteferencia de la mariz, ademas se
observa unapureza de pico dd 100%.

2. H mé&odo es lined en d intervalo de las  concentraciones de concentraciones del
50% hastad 150% de la muestra (Sendo d 100% igud a 0,20mg/mL)

3. B méodo es preciso; porque se obtienen resultados repetitivos (desviacion
edandar rdaiva de: 064%) y ademés reproducibles  (desviacion estandar
raivade 0,88%)

4. Bl méodo es exacto; debido a que no hay diferencia dgnificativa entre la
recuperacion media ( 99,88%) y & 100 %.

5 Queda demodrado la aplicabilidad y la adgptablidad dd méodo anditico
desarrollado parae Enadapril Maeato en d Per(.
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