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RESUMEN

Se validé el método analitico reportado en la Farmacopea de los Estados Unidos,
para el control de la calidad de vitamina B;, 10 000 U (cianocobalamina) inyectable,
por espectrofotometria ultravioleta, por ser este un método mas sencillo,
econémico y que permite controlar la calidad del producto terminado. La curva de
calibracion se realiz6 en el intervalo de 60 al 140 %, donde fue lineal con un
coeficiente de correlacion igual a 0,9999; la prueba estadistica para el intercepto y
la pendiente se considerd no significativa. Se obtuvo un recobrado del 99,97 % en
el intervalo de concentraciones estudiado, y las pruebas de Cochran (G) y Student
(t) resultaron no significativas. El coeficiente de variaciéon en el estudio de la
repetibilidad fue igual a 0,59 % para las 6 réplicas ensayadas, mientras que en los
andlisis de la precision intermedia las pruebas de Fischer y Student no
significativas. El método analitico resulté lineal, preciso, especifico y exacto en el
intervalo de concentraciones estudiadas.

Palabras clave: Espectrofotometria ultravioleta, cianocobalamina, validacion,
inyectables.
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ABSTRACT

Analytical method reported by USA Pharmacopeia was validated for quality control
of injectable B, Vitamin (10 000 U) by UV spectrophotometry because this is a
simpler and low-cost method allowing quality control of finished product. Calibration
curve was graphed at 60 to 140 % interval, where it was linear with a correlation
coefficient similar to 0, 9999; statistical test for interception and slope was
considered non-significant. There was a recovery of 99.7 % in study concentrations
interval where the Cochran (G) and Student(t) test were not significant too.
Variation coefficient in repetition study was similar to 0.59 % for the 6 assayed
replies, whereas in intermediate precision analysis, the Fisher and Student tests
were not significant. Analytical method was linear, precise, specific and exact in
study concentrations interval.

Key words: UV spectrophotometry, cyanocobalamin, validation, injectable.

INTRODUCCION

La vitamina B, se indica en el tratamiento de anemias macrociticas con alteracion
neurologica o sin esta; profilaxis de anemia macrocitica asociada a deficiencia de
vitamina B1,; anemia perniciosa; malabsorcién de vitamina B,,; toxicidad por
cianuro (coadyuvante en terapia con nitroprusiato sodico) y desdrdenes Opticos
(atrofia 6ptica de Leber, ambliopia por tabaco).*

En este trabajo se valida el método analitico por espectrofotometria ultravioleta
(UV), aplicable al control de la calidad, por ser este un método sencillo, econémico
y que permite controlar la calidad del producto terminado, asi como el
cumplimiento de las buenas préacticas al emplear un método analitico previamente
validado, lo cual demuestra que el método es seguro para obtener los resultados
previstos. La validacion del método de andlisis reportado en la Farmacopea de los
Estados Unidos (USP) 30, tiene como objetivo demostrar el desempefio del método
en las condiciones del laboratorio y con la formulaciéon nacional.

Se realizé una comparacion estadistica entre los resultados por el método
espectrofotométrico, en el Centro de Investigacion y Desarrollo de Medicamentos
(CIDEM) y en la Empresa Farmacéutica "Julio Trigo", demostrandose que no
existian diferencias significativas entre ambos laboratorios.

La espectrofotometria UV es un poderoso instrumento en una variedad de
problemas analiticos. Aunque en muchas oportunidades tiene el inconveniente de la
falta de especificidad, debido a la interferencia con los productos de degradacion,
los cuales en ocasiones pueden presentar un espectro idéntico al componente sin
degradar, y en otras las concentraciones a determinar son muy pequefias y estan
por debajo del limite de sensibilidad del método o dentro de su error experimental.?
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La validacion es el proceso establecido para la obtencion de pruebas documentadas
de que el método es lo suficientemente fiable para producir el resultado esperado.®
4 Los parametros analiticos que pueden ser considerados en la validaciéon de un
meétodo analitico, segun se expresa en la USP 30, son exactitud, precision,
especificidad, limite de deteccion, limite de cuantificacion, linealidad, rango,
tolerancia y robustez.” El presente trabajo tiene como objetivo validar el método
analitico que se emplea para el control de la calidad de vitamina B;, inyectable.

METODOS

Se validdé un método de analisis por espectrofotometria para la cuantificacién de
cianocobalamina en el control de la calidad de vitamina B;, inyectable, reportado en
la USP 30, 2007.

Descripcion del método empleado para el estudio:

- Aparato: espectrofotometro UV-VIS (SPECTROGENESIS, Alemania).
- Cubetas: cuarzo, con 1 cm de paso optico.

- Longitud de onda: 361 nm.

- Blanco: agua destilada.

- La sustancia de referencia quimica de cianocobalamina fue suministrada por el
grupo de sustancias de referencia del CIDEM, la cual fue analizada por el método
cromatografico establecido para realizar el control de la calidad de la materia
prima, con una pureza de 99,5 %.

- El producto terminado en forma de inyectable, fue elaborado en la Empresa
Farmacéutica "Julio Trigo", identificado como el lote 7001, fabricado en enero de
2007, el cual cumplié con las especificaciones de calidad establecidas para el
control de la calidad del inyectable.

- Concentracion de trabajo de la sustancia de referencia quimica: 20 ug/mL.

- Preparacion de la muestra: Se tom6 1 mL de muestra, se trasvas6 a un matraz
aforado de 100 mL, se disolvié en agua destilada.

La validacion fue realizada segun la categoria | (USP 30), y se evaluaron los
parametros que a continuacion se describen:?

Linealidad

Para el andlisis de la linealidad se realiz6 el modelo de 3 determinaciones para 5
concentraciones diferentes: 50, 80, 100, 120, y 150 %. Se determind la ecuacion
de la recta, el coeficiente de correlacién, la prueba de significacion estadistica de
significacion de la pendiente Sb rel(%), los coeficiente de variacion de los factores
de respuesta y el ensayo de proporcionalidad.

Exactitud
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Para el andlisis de exactitud se realiz6 el modelo de 3 réplicas para 3
concentraciones diferentes: 80, 100, 120 %; se determiné el porcentaje de
recuperacion, la desviacion estandar y el coeficiente de variacion. Se aplic6 ademas
el ensayo de Gochran con vistas a comprobar si la variacion de la concentracién
producia diferencias significativas en los resultados y el ensayo de Student para
determinar diferencias significativas entre la recuperacion media y el 100 %.

Precision

Para el estudio de la precision se siguié el modelo de repetibilidad con el empleo de
6 réplicas. Con ellas se determinaron los valores medios, la desviacién estandar y el
coeficiente de variacion.

De igual manera para el ensayo de la precision intermedia se emplearon 2 analistas
en 2 dias diferentes. Se aplicé el ensayo de Fisher y de la t de Student para
determinar si existian diferencias significativas entre los resultados al variar las
condiciones de anélisis.

Especificidad

Para el estudio de especificidad se analiz6 la sustancia de referencia de
cianocobalamina, el placebo, las muestras de producto terminado.

Criterio de aceptacion: El valor de absorbancia del placebo debe ser menor del 1 %
con respecto a los valores de absorbancia de las muestras y las sustancias de
referencia quimica.

RESULTADOS

En la tabla 1 se reportan los resultados del estudio de la linealidad del sistema; la
ecuacion de la recta resulté ser Y= 0,432 x + 0,12, el coeficiente de regresion lineal
fue de 0,9998 y el coeficiente de variacion del factor de respuesta resulto igual a
4,03 %.
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Tabla 1. Estudio de linealidad

Parametros Resultados Limites
Ecuacion de la recta ¥=0,432 % + 0,12
Coeficiente de r=0,9999 r=0,990

regresidn lineal

Coeficiente de r¢ = 0,9998 r¥ = 0,980
determinacian

Significacion estadistica de la varianza de la pendiente (b}

Desviacion Sh rel(%)= 0,99 Shrel{%) £ 2%
estandar relativa de
la pendiente

Coeficiente de wariacian de los factores de respuesta

Coeficiente de CWi= 4,03 % CWi< 5 %
wvariacion del factar

de respuesta

¥: absorbancia; ®: concentracion; b pendiente; a: intercepto; r: coeficiente de regresian lineal;

rZ: coeficiente de determinacion; Sh rel: desviacian estandar relativa de la pendiente; CWy:
coeficiente de variacion del factor de respuesta,

El resultado del estudio de precision del método desarrollado aparece reportado en
la tabla 2. En el estudio de repetibilidad realizado el coeficiente de variacion fue de
0,59 %; mientras que los valores de F calculadas y los valores de t calculadas
obtenidos en el estudio de precisidon intermedia realizado fueron menores que los
valores tabulados, para un 95 % de confianza, para cada uno de los niveles
estudiados.

Tabla 2. Estudio de la precisidn intermedia del método analitico

Analista 1 (%) Analista 2 (%)
Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2
102, 4 102, 5 101,9 104, 3
10z, 3 102, 4 102, 4 10Z,9
102,58 102,68 10Z,6 101, 4
101,85 10Z,1 101,56 101,56
101,1 10z,8 10z, 3 10Zz,8

Analisis entre analistas:
teal= 0,29; frah (5 %)= 2,07
Feai= 1,08; Fiah (5 %)= 2,97
Analisis entre dias:
teal=0,65 trab (5 %)= 2,07
Fral= 1,08 Frah {5 %)= 2,97

% los datos corresponden al porcentaje de principio activo en la farmulacion,

En la tabla 3 aparecen reportados los resultados del estudio de exactitud. La
recuperacion media fue de 99,97 %, y los valores de t calculada (2,109) y de G
calculada (0,733) fueron menores que los valores tabulados, para un 95 % de
confianza, t tabulada 2,306 y G tabulada 0,871.
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Tabla 3. Estudio de exactitud

Recuperacidn

Miveles ) Fesultados Limites
20 % 99,8 Rredia= 99,97 % 938,0-102,0 %
100, 3
100, 2 tealc= 2,109 Lexp = ttab
100 % 100,0 ttab= 2,306
25,9 Gealo= 0,733 Gexp < Gtab
100,= Gtgh= 0,871
120 %4 = 1=
99,7
99,8

Fmedia: recuperacion media; %: los datos corresponden al porcentaje de recuperacion,

DISCUSION

Los resultados del estudio de validacion realizado permiten demostrar la
confiabilidad del método de andlisis y brinda una seguridad al laboratorio ya que se
obtienen las pruebas documentales de que el método es fiable para obtener los
resultados previstos en la determinacion del principio activo en el producto
terminado.?*

La realizacion de este estudio permite contar con un método validado aplicable al
control de la calidad y al estudio de estabilidad de la vitamina B;,, que hasta el
momento se utilizaba en el laboratorio sin habérsele realizado la evaluacion del
desempeiio, del método reportado en la literatura, en nuestras condiciones de
trabajo y en la formulacién de pilocarpina al 2 % colirio de produccion nacional, y
demostrar la especificidad, la linealidad, la precision y la exactitud del método en
cuestion, para dar cumplimiento a las Buenas Practicas de Laboratorio, donde la
validacion de los métodos de analisis constituyen el eslabén principal.

El método validado es sencillo, rapido y barato al compararlo con otros métodos
analiticos, tales como: métodos por cromatografia liquida de alta resolucion y
cromatografia gaseosa, ya que el tiempo de analisis es menor, se emplea como
disolvente y blanco agua destilada, se obtiene la respuesta analitica con mayor
rapidez, ademas brinda la posibilidad de su uso en el control de la calidad y el
estudio de estabilidad del producto terminado.®

Los resultados del estudio de linealidad realizado muestran coeficientes de
regresion y de determinacion superiores a los exigidos por la USP 30, 2007 y la
Regulacion 41-2007 del CIDEM, 0,99 y 0,98 respectivamente, lo cual demuestra
con el valor del coeficiente de correlacion obtenido, cercano a la unidad, la
existencia de correlacién, asi como el grado de relacion entre las variables
concentracion y respuesta detectada por el equipo empleado. También el
coeficiente de variacion de los factores de respuesta y la desviacion estandar
relativa de la pendiente fueron inferiores al normado como maximo para estos
indicadores: 5y 2 %, respectivamente, ambos son considerados estimadores
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puntuales que permiten caracterizar la variabilidad. El valor obtenido del CV;
permite demostrar que existe variabilidad en la relacién respuesta y concentracion
para cada nivel evaluado. El intervalo de confianza del intercepto incluye al cero, lo
que permite excluir la significacion del error del intercepto. Se demuestra con los
resultados la linealidad del método propuesto para el control de la calidad y el
estudio de estabilidad del producto terminado.?*

En el estudio de la repetibilidad realizado a una misma muestra, por el mismo
analista, el mismo dia, a través de 6 réplicas, se alcanzé un coeficiente de variacion
adecuado (0,59 %), lo que demostro la buena precision del método segun el limite

para los métodos espectrofotométricos: CV < 3,0%, lo cual evidencia que el método
era repetible en las condiciones del laboratorio.

Los valores que se obtienen en el estudio de precision intermedia, de las pruebas
de Fischer y t de Student, demostraron que no existian diferencias significativas
entre las precisiones alcanzadas por los analistas en diferentes dias, para una
probabilidad de 0,05 %, ya que los valores de F calculados son menores que la F
tabulada (tabla 3). Al realizar la prueba de la t de Student los valores calculados
resultaron ser menores que el tabulado para una probabilidad de 0,05, lo cual
demostré que no existian diferencias significativas entre las medias alcanzadas, con
un nivel de significacién de un 5 %.%* Los resultados de este estudio demostraron
que el método era reproducible y no existian diferencias significativas (p < 0,05)
entre los resultados al variar las condiciones de analisis, analistas y dias, lo que
evidencia la precision del método en cuestion.

En la influencia del factor concentracion sobre la variabilidad de los resultados de la
exactitud al aplicar la prueba de Cochran se obtuvo que G calculada fue menor que
la G tabulada para una probabilidad de 0,05, k=3 y n= 3; por lo tanto, las
varianzas de las concentraciones empleadas son equivalentes, lo cual indica que la
concentraciéon no influyd en la variabilidad de estos. Al realizar la prueba de
significacion entre la recuperacion media y el 100,0 % de recuperacién, con un
coeficiente de variacion de 0,15 %, se obtuvo una t calculada menor que la t
tabulada. En el intervalo seleccionado en el estudio de exactitud, los valores de
porcentaje de recobrado estuvieron dentro de los limites establecidos para los
métodos espectrofotométricos (98-102 %) y los valores del coeficiente de variacion
para cada uno de los niveles de concentracién estudiados, fueron menores que el 2
%.2,4

Los resultados del estudio de especificidad, permitieron afirmar que el método fue
especifico en relacién con los excipientes que componian la solucién y que era
aplicable al control de la calidad y al estudio de estabilidad del producto terminado,
porque no se observé interferencia de estos en la determinacion del principio
activo, ya que los valores de absorbancia correspondientes al placebo son menores
del 1 %, con respecto al valor de la sustancia de referencia, por lo que se
demuestra la especificidad del método. %

El método analitico validado por espectrofotometria UV para la cuantificaciéon del
principio activo del inyectable de vitamina B,, para el control de la calidad y el
estudio de estabilidad resulté ser lineal, preciso, exacto, robusto y especifico, en el
intervalo de concentraciones establecido y puede ser establecido como método de
control de calidad quimico al producto terminado.
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