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RESUMEN. Se presenta una forma sencilla y rigurosa para la verificación de la exac- 
titud durante la validación de metodologías analíticas. Los cálculos requeridos pue- 
den ser fácilmente implementados en planillas electrónicas, muy comunes actualmen- 
te en todos los laboratorios. 
SUMMARY. "Application of Statistical Techniques to the Evaiuation of Accurancy in the 
Development of Pharmaceutical Analyticai Methods". An easy and rígorous procedure is 
proposed for the verification of accuracy in the vaiidation of anaiytical methodologies. The 
calculations required may be easily programmed on an electronic worksheet, nowadays 
easily found in every laboratory. 

INTRODUCQON 

Las exigencias actuales de  calidad para las metodologías analíticas, así como 
la implantación d e  Buenas Prácticas de Laboratorio (GLP) en el campo del análisis 
farmacéutico, requieren estrictas normas para la validación d e  las mismas. Una de  
las etapas indispensables d e  la validación de  una metodología analítica es la com- 
probación d e  la exactitud. Esta implica la ausencia de  sesgo, el que  es  causado 
por errores sistemáticos. Para esta comprobación es necesario verificar la ausericia 
tanto de  interferencias aditivas como d e  efectos multiplicativos debidos a la matriz 
d e  excipientes. 

Frecuentemente se  recurre para esta verificación a pruebas d e  recuperación, 
pero la decisión final Ro es apoyada por un criterio objetivo, lo que le resta rigor 
al procedimiento seguido. Como consecuencia el nuevo método ensayado no  será 
válido para un amplio rango d e  situaciones. 

En el presente trabajo s e  propone el empleo de  métodos multivariantes y una 
herramienta estadística rigurosa, el ensayo de  hipótesis conjunto d e  la pendiente y 
la ordenada en  el origen para la recta de  recuperación: "cantidad obtenida" en  
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función de "cantidad puesta", para diferentes concentraciones de las posibles sus- 
tancias interferentes. 

ENSAYOS DE RECUPERACION 

Las pruebas de recuperación que hemos mencionado en la introducción con- 
sisten en un diseño experimental destinado a determinar la relación entre la canti- 
dad de un analito hallada experimentalmente, mediante un cierto método, y la 
cantidad real puesta o agregada en ese experimento. 

En la práctica habitual, para evaluar la exactitud se suelen emplear diversos 
ensayos, como los que se mencionan a continuación: 

a) Indicar la recuperación determinada para una sola relación analito/matriz. 
El ensayo suele efectuarse preparando una mezcla sintética que contiene una can- 
tidad perfectamente conocida del analito y una cantidad de matriz tal que la rela- 
ción analito/matriz es equivalente a la existente en la forma farmacéutica. Se de- 
termina el contenido de analito contra patrones mediante el método propuesto y 
se calcula la recuperación. Esta puede ser cercana al 100%, pero sin embargo pue- 
den no ser tenidas en cuenta las interacciones y, como consecuencia, tendencias 
que se manifiestan cuando varían las concentraciones de algunas sustancias inter- 
ferentes. 

b) Indicar el valor promedio de las recuperaciones correspondientes a varias 
relaciones analito/matriz. Similarmente al caso anterior, se preparan mezclas repre- 
sentando diferentes relaciones analito/matriz. Se determina la recuperación para 
cada una de ellas y se informa el promedio. Presenta iguales inconvenientes que 
el ensayo anterior. 

c) Indicar la recuperación obtenida por adición de analito sobre una muestra. 
Constituye una aplicación del conocido método de las adiciones estándar o de las 
adiciones de analito. A diferencia de los anteriores no se realiza sobre mezclas sin- 
téticas, sino sobre alícuotas del producto terminado a las que se adicionan canti- 
dades variables y exactamente conocidas del analito y se determina la respuesta 
analítica. Se calcula la pendiente de la curva obtenida y se la compara con la co- 
rrespondiente a la curva de calibración de estándares puros. Habitualmente se eje- 
cuta una versión simplificada, en la que sólo se emplean dos puntos, correspon- 
dientes a la muestra antes y después del agregado de analito. La interpretación 
que se hace en este caso es que la diferencia entre ambas cantidades de analito 
determinadas debería Corresponder exactamente a la cantidad agregada si el méto- 
do es exacto. Este ensayo permite detectar la existencia de efecto ~natriz, pero ig- 
nora la existencia de interferencias aditivas, ya que se estudia sólo la pendiente. 
En el caso del método simplificado, cualquier efecto aditivo es cancelado al restar 
ambos valores y por tanto su presencia pasa inadvertida. 

En la alternativa que proponemos, para la verificación de la ausencia de ses- 
go en una metodología analítica, se recurre a la regresión lineal de las cantidades 
obtenidas (Y) sobre los cantidades puestas (Xj: 

Y = a + b X  
Para ello es necesario efectuar las suposiciones habituales en el análisis de 

regresión. Si el método es insesgado, las cantidades halladas deberán guardar con 
las cantidades puestas una relación lineal con ordenada en el origen nula (a = 0) 
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pendiente unidad ( b  = l ) ,  ya que en ese caso, el valor hallado es idéntico al real. 
Toda medida experimental está afectada de un error aleatorio que se propaga 

los resultados analíticos, por lo que en general los resultados experimentales no 
se ajustarán exactamente a una recta como la indicada; es decir que para la recta 
obtenida mediante análisis de regresión lineal la ordenada en el orígen será ligera- 
mente diferente de O y la pendiente no será exactamente 1. Por lo tanto será nece- 
sario efectuar ensayos de la significación de los valores experimentales estimados 
de a y b respecto a los valores "teóricos" de O y 1 respectivamente. 

Un enfoque clásico para este problema conduciría al empleo de ensayos "t" 
separados para la pendiente y para la ordenada en el orígen, en los que se ensa- 
yarían las hipótesis a = O y b = 1 respectivamente 1. 

Sin embargo, tal co~iio lo señalaran tanto Lark 2 como Mande1 y Linning 3, 

esos ensayos carecen de validez, porque existe una correlación negativa entre los 
valores estimados de pendiente y ordenada en el origen obtenidos por el método 
de los mínimos cuadrados, siendo ambos parárnetros estimados a partir del mismo 
conjunto de datos experimentales, es decir, no son independientes. 

Por ese motivo se ha propuesto 4 la realización de un ensayo conjunto para 
los dos parárnetros, involucrando una "región de confianza conjunta" en el que se 
tiene en cuenta la interrelación de los mismos, con las hipótesis: 

H,:a=O; b = 1 ;  HA: no H, siendo el estadístico: 

con a ' y  b'estiniados de regresión de los parárnetros a y b, y 

Se aceptará la hipótesis nula si Fa,, I F (,,, ,,,,-,,. 
Puesto que la estimación de los parárnetros a y b está sujeta a error, existen 

infinitos pares (a,b) que cumplen con la ecuación [ l l .  Para un nivel de confianza 
seleccionado, los mismos se pueden representar en el plano (a,b) bajo forma de 
una región elíptica inclinada conocida conio "región de confianza conjunta" o 
"elipse de confianza" (Figuras 1 y 2). 

PROCEDIMIENTO PROPUESTO 

1) Preparar una serie de ~ilezclas variando tanto la concentración del analito 
conio de las sustancias potencialmente interferentes. En beneficio de una máxima 
eficiencia se recolnienda recurrir a un diseño experimental del tipo central com- 
puesto 4 

2) Determinar la cantidades de analito en esas mezclas mediante el ~nétodo 
ensayado. 
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ordenadas a' ordenadas a' 
Figura 1. Elipse de confianza. Benzoato de so- Figura 2. Elipse de confianza. Citrato de buta- 
dio. mira to. 

3) Determinar mediante regresión lineal la recta de recuperación: "cantidad 
obtenida" en función de "cantidad puesta". 

4) Aplicar el ensayo de hipótesis conjunto de pendiente y ordenada en el orí- 
gen para dicha recta ("elipse de confianza"). 

Se presentan datos correspondientes a la determinación simultánea de benzo- 
ato de sodio (BS) y citrato de butamirato (CB) mediante un método espectrofoto- 
métrico ultravioleta. Bajo ciertas condiciones se obtuvieron los siguientes resulta- 
dos: 

BS CB Valores de tablas 

bca~ = 1,033 0,990 
aca~ = -3,586 2,105 
tpend. 1,550 -0,720 tldz(n-2) = 2.20 
tord 1 ,6300 -1,440 tld2(n-2) = 2.20 
Fcai 1,35 6,710 F,,(2,n-2) = 3.98 

Como se puede ver en los ejemplos anteriores el método analítico para deter- 
minación de CB no cumple con el ensayo propuesto por lo que no es exacto. Sin 
embargo ambos métodos cumplían los ensayos "t" de pendiente y ordenada por 
separado. En las figuras 1 y 2 se encuentran representadas las regiones de con- 
fianza conjunta para BS y CB. 

CONCLUSIONES 
El ensayo de hipótesis propuesto provee una forma rápida, sencilla y objetiva 

de comprobar la exactitud de un método analítico, que es difícil de encontrar en 
la bibliografía de uso habitual por el químico analítico. 
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