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La adecuada estandarizacion de un ensayo analitico, seguido de la validacion del método y la homogeneidad
de los reactivos quimicos y biolégicos a lo largo de los diferentes estudios, son elementos imprescindibles
para alcanzar Optimos resultados. En este trabajo se seleccioné una metodologia para la validacion del
método analitico empleado en la determinacién de ribosa por el método del orcinol y se utiliz6 una solucion
estandar de ribosa (0,025 mg/mL). Se realizé un analisis de los criterios fundamentales de validacion:
linealidad, precision, exactitud, sensibilidad, especificidad, limites de deteccion y robustez. Se comprobé la
utilidad de dicho procedimiento y se demostr6 mediante el disefio experimental y los procedimientos
estadisticos empleados que dicho método es lineal (r?=0,98), exacto (Fexp.<< Ftab. Y texp. << ttab.), preciso
(CV<3 %), sensible (LD = 1 ug/mL y LC = 3.3 ug/mL) y especifico (respuesta no significativa), por lo cual
es confiable. La determinacién de ribosa es una técnica colorimétrica que cuantifica pentosas y se emplea
con el objetivo de conocer el contenido exacto de la misma en una muestra de producto purificado. Ademas
es empleada como control final segin la OMS en las vacunas conjugadas de Haemophilus influenzae.
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Introduccién

Las enfermedades producidas por Haemophilus
influenzae (Hi) son reconocidas a nivel mundial como
una problematica de salud, sobre todo para edades
tempranas (1-2) constituyendo la causa mas
encontrada de meningitis bacteriana no epidémica. Se
estima que mas de 500 000 nifios mueren anualmente
en el mundo debido a esta enfermedad y aquellos que
sobreviven, el efecto puede ser severo y dejar secuelas
neurolégicas permanentes a pesar incluso de
imponerse la terapéutica adecuada (3-4).

Las vacunas disponibles en la actualidad para la
vacunacion de nifios menores de un afio de edad se
han obtenido mediante la conjugacién del PRF con
proteinas portadoras, convirtiendo asi el polisacarido
capsular en un antigeno dependiente de las células T.

La industria farmacéutica centra sus esfuerzos en la
validacion de métodos analiticos, refiriéndolo asi en la
Guia para Buenas Practicas de Produccion de
Productos Médicos en 1989, debido al gran incremento
de nuevos productos que tienen que ver con la salud y
que requieren de métodos de analisis apropiados (5).

Existen regulaciones dictadas por las organizaciones
reguladoras nacionales como el Centro Estatal de
Control de Medicamentos (CECMED) e internacionales
como la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la

Organizacién Panamericana de la Salud (OPS) (6,7) y
otras donde se exige validar los métodos analiticos y
de control relacionados en todo el proceso de
produccion de un farmaco. Para el desarrollo de un
nuevo producto es necesario la utilizacion de métodos
analiticos que permitan cuantificar el producto en
forma de materia prima o como principio activo de la
formulacién con un alto grado de confiabilidad (8). La
adecuada estandarizacion de un ensayo analitico,
seguido de la validacién del método y la homogeneidad
de los reactivos quimicos y biolégicos a lo largo de los
diferentes estudios, son elementos imprescindibles
para alcanzar 6ptimos resultados. Basado en este
criterio se tomo como objetivo para este trabajo la
validacion de un método analitico colorimétrico para la
determinacion de carbohidratos y especifico para
sustancias que en su composicion tengan pentosas
como, por ejemplo, las ribosas presentes en
polisacaridos, RNA y otros compuestos.

Materiales y Métodos

Esta técnica denominado método de Bial (9,10)
(Orcinol) se realiza en condiciones de temperatura y
tiempo estables, utilizando una mezcla de &cido
clorhidrico, orcinol y FeCls

El acido rompe los enlaces glicosidicos y deshidrata los
monosacaridos para la condensacién con el orcinol, asi
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como para la oxidacién de los grupos cetonas libres, a
una temperatura de 100 °C y un tiempo de 20 min.
Esto provoca la formacion de un complejo verde
estable que absorbe a una longitud de onda de
670 nm. El método utilizado en el ensayo se validé de
acuerdo con los criterios establecidos (11). Los
parametros son los siguientes:

# Linealidad: La linealidad es la capacidad de un
ensayo para obtener resultados directamente
proporcionales a la concentracion del analito en
una muestra (5). Y se determina construyendo la
curva de calibracion de absorbancia contra
concentracién a partir de una solucién estandar de
Ribosa (25 pg/mL). El andlisis se realiz6 seis veces
para cada dilucién, se trabaj®é en un rango de
concentracién de 1,25-12,5 pg/mL. Se mide la
absorbancia de las diluciones utilizando como
blanco agua destilada y calibrando el
espectrofotdmetro a cero. Se determind la recta de
regresion lineal y se calcularon los coeficientes de
determinacién y de correlacion (r y r?). Para la
prueba de linealidad se hallaron el coeficiente de
variacion (CVr) para el factor de respuesta f; la
desviacion estandar relativa de la pendiente (Sbrel)
y la F de Fisher préctica (Fp) para p = 0,05.

#* Precision (repetibilidad, reproducibilidad y precision
intermedia)

# Repetibilidad: Se consideraron muestras de
concentraciones altas (10 pg/mL), medias
(5 pg/mL) y bajas (1,25 pg/mL), preparadas a
partir de la solucién estandar, realizando seis
repeticiones bajo las mismas condiciones de
ensayo, hechas por un mismo analista, el mismo
dia y las lecturas tomadas del mismo equipo. Se
determind el coeficiente de variacion (CV) y se
aplicé la prueba Anova de clasificacion simple.

#* Precision intermedia: Se analizan tres niveles de
concentraciéon 1,25, 5y 10 pug/mL por duplicado,
en condiciones diferentes y por dos analistas
durante tres dias. Aqui utilizamos equipos
procedentes de otras firmas diferentes a las que se
utilizaron en el ensayo.

# Reproducibilidad: La determinacién se realiza de la
misma forma que la precisién intermedia pero
utilizando reactivos provenientes de otras firmas.
En este caso utilizamos ribosa proveniente de la
misma firma, pero de otro lote (4956330), orcinol
de la BDH y etanol de la Merck. También en
condiciones diferentes y por dos analistas durante
tres dias. Se cumplen los mismos criterios que en

la precision intermedia. Los valores a reportar son
los siguientes:

- Resultados individuales
- Media

- Desviacién estandar

- Coeficiente de variacién

Robustez: Se analiz6 mediante un disefio factorial
2%, segln la tabla de Yourden y Steiner,®
considerando las variables: tiempo de preparacion
de las soluciones FeCLs/HCL; orcinol/etanol y la
solucién estandar de ribosa, agitacion inmediata o
no una vez afiadidas las soluciones de trabajo,
tiempo de incubacién en el bafio, temperatura del
bafio y temperatura de enfriamiento de las
muestras. Se realiz6 cada determinacién por
triplicado.

Exactitud: La exactitud es el grado de identidad de
los valores analiticos obtenidos con cierto método
y el contenido real del parametro en la muestra
(5,12,13). EL analisis se realiza por sextuplicado a
una muestra de concentracién 5 ug/mL preparada
a partir de la solucion estandar que corresponde al
100% de la concentracion. Estadisticamente suele
efectuarse una prueba t de Student para
determinar si el valor medio hallado y el valor
considerado verdadero no difieren
significativamente para un grado de probabilidad
determinado. Si texp << trabla Significa que el método
analitico desarrollado tiene la exactitud requerida
ya que ambos valores no son estadisticamente
diferentes. Si texo = tubia significa que el método
analitico no es exacto y que existe un error
sistematico por defecto o por exceso que en valor
absoluto es Om -~ xO

Sensibilidad: En un método analitico sensible,
ligeros incrementos de concentracidon coinciden
con incrementos notables de sefial o respuesta (5).
Los limites de deteccion y cuantificacion se
calcularon tedricamente utilizando el valor de la
ordenada en el origen obtenida para la recta de
calibracion en el ensayo de linealidad. Los limites
calculados se comprobaron experimentalmente
mediante el analisis repetitivo de 10 muestras de
dos soluciones preparadas a las concentraciones
obtenidas y los resultados fueron evaluados por un
Anova de clasificacion simple.

Resultados

En la Tabla 1 se observan los valores obtenidos para el
ensayo de determinacién de carbohidratos por el
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método del orcinol. Los parametros de linealidad,
precisidon a concentraciones bajas, medias y altas del
analito; ademas de exactitud y sensibilidad del método,

Tabla 1. Resultados de la validacion del método.

se encuentran dentro de los rangos de aceptacion
establecidos (5,14).

Parametro Procesamiento estadistico Resultados Criterios de aceptacién
Coeficientes de correlaciony r>=0,9964 r = 0,98
determinacién r =0,9981 R= 0,99
CVi = 4,55 % CVi = 5%
Test de linealidad
Linealidad Sbre=1,06% Sbre=2%
a= 0,05 a=02>0
Test de proporcionalidad
IC@ = (-0,0161; IC@ incluye el O
0,0161)
Precision Conc. Conc. medias Conc. Altas
bajas
CVRepet = 2,09% 0,89% CVRepet<< 3%
Coeficientes de 2,05%
Repetibilidad y variaciéon CVreprod = 1,78% 0,83% CVReprod < 3%
Reproducibilidad 2,73%

Test de Anova

Diferencias no significativas

de clasificacion  Fexp = 0,63 0,55 Fexp < Ftab=5,05
simple 1,09

Robustez Factorizacién Diferencias no significativas para cada factor
Fexp - 1,8

Exactitud Fexp < F tab = 2,01
LD = 1 pg/mL
CV=0,52%

Sensibilidad CV=3%
LC = 3,3 pg/mL
CV=0,62%
Discusion cada método es despreciable. Por otra parte, el estudio

Al evaluar estadisticamente la linealidad del método
analitico validado, se obtuvieron coeficientes de
correlacion (r) y de determinacion (r*) que demuestran
que existe regresion entre las variables
concentraciones y las respuestas medidas. Para
confirmar que dicha regresion era lineal se aplicaron
diferentes test de linealidad, considerando el andlisis de
la varianza (FAexp) el test mas riguroso que corroboro la
linealidad de los métodos y del sistema instrumental.
De igual forma se comprobé que se cumple la
condicion de proporcionalidad y el error sistematico de

de precision mostr6 una buena repetibilidad y
reproducibilidad de los resultados de acuerdo con los
criterios de aceptacién, mientras que los factores
estudiados para cada método en el ensayo de robustez
no influyeron significativamente en los resultados, por
lo cual podemos considerar que dicho método es
preciso y robusto. Para evaluar la exactitud se
aplicaron diferentes procedimientos experimentales y
estadisticos que responden a las caracteristicas propias
del método analitico validado. Ademas no se
obtuvieron  diferencias  significativas entre la
recuperacion media y el 100% al aplicar la prueba t de
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Student (texp), confirmando la buena exactitud del
método. Se determind igualmente que el método del
orcinol es exacto, ya que no existen diferencias
significativas entre los resultados, ni por su varianza
(test de Fisher) ni por la diferencia de medias (t de
Student). Los limites de deteccion (LD) y cuantificacién
(LC) calculados para el método de determinacion,
fueron corroborados experimentalmente. El método es
sensible, ya que no se encontraron diferencias
significativas entre los resultados obtenidos para cada
limite y los coeficientes de variacion para cada uno de
ellos fueron menores que el coeficiente de variacion
permitido para el método.

Todos los resultados obtenidos en la validacién del
método espectrofotométrico permiten asegurar que es
confiable, ya que cumplen los criterios de validacion
reportados por Castro y otros en 1989 (15) y por
Aguilar y otros en 1992 (16). De esta manera se
comprobd  experimentalmente la  utilidad  del
procedimiento establecido para la validacion de otros
métodos analiticos; y queda abierto el camino a la
validacion de todos los métodos analiticos en el control
de la calidad.
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Validation of a colorimetric technique for carbohydrate determination

Abstract

The appropriate standardization of an analytical assay, followed by the validation of the method and the
homogeneity of the chemical and biological reagents used during the different studies are indispensable elements for
obtaining optimal results. In this work a methodology was selected for the validation of the analytical method used
to determine ribose by the orcinol method using a standard ribose solution (0,025 mg/mL). An analysis of the main
validation criteria: linearity, precision, accuracy, sensitivity, specificity, detection limits and robustness were carried
out. The usefulness of this procedure was demonstrated and by means of the experimental design and the
statistical procedures used, the linearity (r2=0,98), exactness (Fexp. <<Ftab. and texp. <ttab.), preciseness
(CV<3%), sensitivity (LD = 1 ug/mL and LC = 3.3 ug/mL) and specificity (non significant answer) of the method

were verified, for which reasons it is considered reliable.

The determination of ribose is a colorimetric assay that

quantifies pentoses and is used with the objective of knowing the exact pentose contents in a sample of purified
product. It is also used as a final control for Haemophilus influenzae conjugated vaccines according to WHO.

Keywords: Orcinol, ribose, validation, Haemophilus influenzae
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