43

VITAE, REVISTA DE LAFACULTAD DE QUfMICA FARMACEUTICA
ISSN 0121-4004 Volumen 9 nimero 1, afio 2002.
Universidad de Antioquia, Medellin - Colombia. pags. 43-50

VALIDACION DE LA TECNICA DE ANALISIS DEL
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BY MEANS OF AN IMPROVED OPTIC LIGHT MICROSCOPE ASSISTED BY A
PERSONAL COMPUTER
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RESUMEN

En este articulo se presenta la validacion de la técnica de medicion del tamaio de particulas
micropulverizadas usando el microscopio de luz dptica facilitando y mejorando el método
cuando se adapta a un computador personal. Los parametros criticos evaluados para esta
técnica (Precision intermedia y robustez) son recomendados por la FDA en una guia de
validacion para la industria.
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ABSTRACT

This paper reports the validation of a technique for size measurement of micropulverized
particles through a method that improves and facilitates the use of the optic light
microscope when it is adapted to a personal computer. The critical parameters evaluated
for this technique are recommended by the FDA in a validation guide for the industry.
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INTRODUCCION

En 10s dltimos afios se han venido
incrementando las exigencias de verificaciéon de
la aptitud del uso de métodos y equipos de ana-
lisis, como componentes de los sistemas de ase-
guramiento de calidad en lo que tiene que ver
con la obtencién de datos confiables y se ha plan-
teado la necesidad de que estas técnicas puedan
ser aplicadas, independientemente del labora-
torio donde se realice la prueba.

La validacién de un método o una técnica
analitica permite confirmar con un alto grado
de confiabilidad, que el procedimiento emplea-
do para una prueba especifica es adecuado para
el uso propuesto. En este sentido, es necesario
determinar para cada validacién en particular,
cuiles son las pruebas criticas que puedan eva-
luar si un determinado factor del método de
analisis, posee los atributos requeridos para ob-
tener las especificaciones esperadas.

De manera particular dentro de los princi-
pales objetivos de la implementacién del méto-
do de microscopia éptica en un andlisis de
cristalinidad, estd el conseguir mediciones
confiables de las caracteristicas fisicas de las par-
ticulas, como son el tamaiio, la forma y otros
atributos relacionados, propiedades estas que
pueden afectar grandemente los proceso de for-
mulacién y de manufactura de las formas de
dosificacién farmacéuticas.

Entre las muchas maneras de medir y carac-
terizar las particulas finas, la utilizacién de la
microscopia de luz dptica sigue siendo una téc-
nica biasica y de amplio uso gracias a su bajo cos-
toy ficil implementacién. Entre las ventajas que
esta técnica tiene estdn las de poder medir parti-
culas individuales, observarlas directamente en
dos dimensiones reales, evaluar la capacidad de
birrefrigencia, determinar la presencia de aglo-
merados y agregados, y otras caracteristicas mas.

Para medir el tamafio de particula por el
método del microscopio simple se utilizan prin-
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cipalmente 2 técnicas (1). La primera es la
British Standard 3406 parte 4 (1963), en la que
de dos series de circulos de tamafo creciente y
de contraste claro y oscuro, deben compararse
en tamano con las particulas medidas.

La segunda técnica es la determinacién por
medio de una escala lineal, en donde la medi-
cién de tamano de la particula debe incluir tam-
bién la informacién sobre el tipo de didmetro
medido -unidades de 4rea (d%), de volumen (d°)
equivalentes, o de peso (d)- asi como la infor-
macién sobre la forma de la particula, ya que
en la mayorfa de los casos las particulas no son
uniformes en sus 3 dimensiones (2).

En la guia borrador propuesta por la FDA
para procedimientos analiticos y métodos de
validacidn, se sugiere evaluar como puntos cri-
ticos en la medicién del tamafio de particulas
por medio de la microscopia éptica, la precision
intermedia y la robustez, asegurando la
reproducibilidad de los datos (3). En este caso
la exactitud se evalda como parimetro de con-
trol del método y de calibracién del equipo.

Finalmente, en el presente trabajo se evalia
el potencial que representa un microscopio de
luz 6ptica acoplado a un computador y las mu-
chas ventajas que los diferentes software pue-
den ofrecer.

MATERIALES Y METODOS

Equipos y software. Las pruebas se realizan
utilizando un microscopio de luz éptica acopla-
do a un computador compatible y una cimara
de video. La adquisicién de fotografias de las
muestras a medir se realiza por medio del soft-
ware Opticam (4).

Muestras. En el anélisis se utilizaron diferen-
tes materias primas sélidas farmacéuticas:
ranitidina (Orchev Pharma PVT. Ltd, lote: R-
005(00)) M1, ibuprofeno (Mallinckrodt, lote:
B04675 (00)) M2, captopril (T. C. Chemical
Development Ltd., lote:000305 (00)) M3.
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Preparacion de las muestras. Todas las medicio-
nes se realizan preparando una suspensién de
las particulas en aceite mineral o silicona.

Calibracién. En las mediciones del tamafo de
particula obtenidas por el método mejorado por
medio del computador, se toman microfotogra-
fias que se calibran contra las medidas realizadas
en una escala horizontal micrométrica (Nikon,
MBM12100), utilizando diferentes objetivos del
microscopio. Cada una de las unidades de lectu-
ra en una microfotografia equivale a 0,0036 mi-
limetros de la escala. Esta es una calibracién de
tIpo rutinaria y que en este caso, sirve Como con-
trol de la exactitud del método.

DISENO DE LAS PRUEBAS

Ensayos para la exactitud. Atn cuando la exac-
titud, en este caso, no es considerada un
pardmetro critico de control, se realiza para
comparar si existe diferencia entre los resulta-
dos obtenidos sobre varios objetos microscépi-
cos medidos por medio de la escala ocular
micrométrica colocada en un microscopio sim-
ple, y luego con los mismos objetos medidos en
las microfotografias del computador.

En estas pruebas se utilizan objetivos de 4X,
6.3X, y 10X, para ambos métodos.

Como base de cilculo inicialmente se evalta
silos datos obtenidos por el método de la escalay
el de microfotogratia provienen de una distribu-
cién normal. Este anilisis se realiza por las prue-
bas de kurtosis y de asimetria estandarizadas. A
continuacién se verifica si existe diferencia sig-
nificativa en la desviacién estindar entre los 2
métodos por medio de la prueba F de Snedecor.
Posteriormente se debe efectuar la comparaciéon
de los promedios de ambos métodos por medio
de la prueba de t-Student.

Ensayos para la precision intermedia. Se realizan
mediciones de tamafio de particula para deter-
minar la reproducibilidad debida al cambio de
analistas y de dfas diferentes.

Se toman microfotografias de una particula

cada vez.

Se hacen mediciones independientes de las

muestras seleccionadas.

Un analista un dfa, otro dfa otro analista, para

la misma microfotografia.

Como base de cilculo se efectia un anilisis
de varianza (ANOVA), de acuerdo con lo pre-
sentado en la tabla 1, producto del cambio de
analista y/o dia de las mediciones:

Tabla 1. Modelo del anilisis de varianza (ANOVA) para la prueba de precisién intermedia.

F.de V. G.de L. SC CM F. cal. F. tab.
SC CM GL
i - CMg=—""2 | Fp=_"2 a
Analista (a) a-1 SC, a GL, a CMy GLy
SCq CMy GLqg
i - CMy=—+ =—— —
Dia (d) (d-1)a SCy d GLy d CMe GLe
SC
Error (e) (r-1)ad SC. CMg =~ "€
GlLe

En donde, E. de V, son las fuentes de varia-
ci6n; G.de L., son los grados de libertad; SC, es la
suma de cuadrados respectivos; CM, son los cua-
drados medios; F. Cal. (F, y F,), son la razén de
varianzas calculadas para analistas o dias, FTab.,
es la razén de varianzas obtenida de la tabla de F.

Esta tabla ANOVA se interpreta de la si-
guiente manera: Si F_es menor que el valor
obtenido en la tabla de F para Gl /G, el método
se puede considerar reproducible por los
analistas; y si F es menor que el valor obtenido
en la tabla de F para GL /GL , el método se pue-
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de considerar reproducible en dias diferentes por
un mismo analista.

Ensayos para la robustez.

Se utilizé el método de Plackett y Burman
(5). Este plan presenta un disefio experimental
fraccional especialmente simple, en donde 7
variables combinadas pueden ser evaluadas con
solo 8 pruebas. Cada una de las variables se lle-
va a cabo a 2 niveles. Los niveles son aquellas
pequenas variaciones que presenta la técnica,
que a veces podrian no ser controlables.

La mitad de los 8 ensayos necesarios utiliza
un nivel (ABCDEFG), y la otra mitad el otro nivel
(abcdefg). Los resultados de estas pruebas apare-
cen expresadas con las letras: s, t, u, v, w, y, z. Este
plan experimental se presenta en la tabla 2.

Tabla 2. Pruebas y resultados de la prueba de

robustez
Ensayo N° Prueba Resultado
1 ABCDE FG = s
2 ABc De f g = t
3 AbCdETfg = u
4 Abc de FG = v
5 aBCde Fg = w
6 aBc dETfG-= X
7 abCDe f G = y
8 abc DE Fg = z

Las variables analizadas con sus respectivos
niveles serdn:

1. Medio liquido en donde se suspenden las
particulas: En aceite mineral (A), o en
silicona (S).

2. Forma de iluminacién: Vertical (V), o la com-
binacién de luz vertical y horizontal (VH).

3. Tiempo de medicién después de suspendi-
das las particulas: Inmediatamente (0), o lue-
go de 5 minutos (5).
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4. Objetivo utilizado para la misma particula:
Con 10X (10), o con 40X (40).

5. Métodos de medicién utilizada para medir
el didmetro de las particulas: Didmetro de
Martin (M), o didmetro de Feret (F). (Ver
figura 1y 2).

6. Tamano de amplificacién de las

microfotografias en las cuales se hacen las
mediciones: Aumento de 150 veces (150), o
aumento de 250 veces (250).

Figura 1. Medicién por el didmetro de Feret.
de cristales de ibuprofeno.



VALIDACION DE LA TECNICA DE ANALISIS DEL TAMANO DE PARTICULAS... 47

Como base de cilculo de cada uno de los re-
sultados obtenidos en las 8 pruebas se obtiene
el efecto E, (producto de la diferencia) de cada
factor, representado en la tabla 3.

Tabla 3. Representacion de la obtenciéon de
los efectos para la prueba de robustez

Factor Diferencia Efecto
A-B . (SH+U+V) L (WHX+Y+2) E,
B-b . (S+HHWHX) L (U+V+Y+2Z) =
C-c (S+u+w4y)  LL(HVX+2) E;
D-d |...(s+t+y+2) ... (u+V+W+X) Ep
E-e C(stu+x+z) L (tHv+w4y) =
F-f C(SHV+W+2Z) L (tHU+X+Y) =
G-g . (SHVAX+y) L (tHUu+W+2) =

Para decidir si un factor tiene un efecto im-
portante, se utiliza la prueba t de Student (6).

La varianza (S?) debida al error puede
obtenerse por:

S?= 2E?(n) , con E, cada uno de los efectos

Y se debe comparar la significancia para cada
uno de estos efectos sustituyendo los datos ex-
perimentales en la ecuacién:

Ei (n_1)1/2
t=—
S
donde n es igual al nimero de variables

contra el valor de t critico. Si algtin valor |t
excede el valor de t critico, entonces se asume
que el efecto es significativo.

EXACTITUD

Se basa en la comparacién de los promedios
de las mediciones obtenidos por medio de la téc-
nicas de la escala y de la microfotografia (véase

la tabla 4).

Tabla 4. Datos obtenido y anilisis estadisticos
para la prueba de exactitud, donde se compa-
ran los valores obtenidos por el método de la
escala y el de las microfotografias, también se
muestran los objetivos utilizados.

Objetivo | Escala Microfotografia

10X 0,008 0,0063108

10X 0,005 0,0049680

6,3X 0,004 0,0039960

6,3X 0,004 0,0039960

6,3X 0,010 0,0097164

6,3X 0,004 0,0041472

6,3X 0,003 0,0030348

4X 0,002 0,0024768

4X 0,002 0,0024840

4X 0,005 0,0059832

4X 0,002 0,0024300

4X 0,002 0,0019548
Total de muestras 12 12
Promedio 425x10°  4,29x10°
Desviacién estAadar 2,53 x 10°  2,22x10°
Varianza 6,39x10° 4,92x10"
Grados de libertad 11 11

Comparacion de las Desviaciones
Estandar- El intervalo de confianza para la ra-
z6n de varianzas va desde 0,374 hasta 4,512.
Como este intervalo contiene el valor 1, No hay
una diferencia estadistica entre las desviaciones
estandar de las 2 muestras a un nivel de con-

fianza del 95,0%.

En la prueba F, tomando como H: 01 = 02,
yH_: ol # 02, presenta:

F = 1,29884, valor-P = 0,672092

y puesto que el valor-P no es menor que 0,05,
no se puede rechazar H,, o sea que no se puede
asumir una diferencia estadisticamente signifi-
cativa entre las desviaciones estindar de los dos
métodos.
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Los resultados de las pruebas de asimetria
estandarizada (1.8748, 1.97968) y de Kurtosis
estandarizada (0.963079, 1.55837), necesarias
para demostrar que los datos obtenidos deben
venir de una distribucién de frecuencia normal
muestran valores dentro del rango de -2 a +2,
ratifican que la prueba anterior de comparacién
de varianzas puede ser utilizada.

Comparacién de medias- En la prueba de
t-Student para comparar medias, tomando
como H medial = medial, y H: medial #
media2, da como resultado:

t = -0,0427597, y un valor-P= 0,483139

Como el valor-P no es menor que 0.05, no
se puede rechazar H,.

PRECISION INTERMEDIA

Los datos que aparecen en la tabla N° 5 se
obtuvieron de la siguiente manera: Cada una
de las microfotografias es medida por un analista
y otro dia, esta misma microfotogratia es medi-
da por otro analista.
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Tabla 6. ANOVA para el anilisis de la

precisién intermedia.

F.deV. |G.delL.S.deC.| C.M. | F.Cal. |F. Tab.
Analista (a)| 1,00 0,86 0,86 2,53 | 38,51
Dia (d) 2,00 0,68 0,34 0,73 6,06
Error (e) 8,00 3,73 0,47
ROBUSTEZ

Como se indicd anteriormente, este
pardmetro se debe evaluar por medio de 8 en-
sayos (véase la tabla 7), ademis, en este caso se
hicieron 8 réplicas y con diferentes particulas
(ver la tabla 8), de la siguiente forma:

= 2 analistas diferentes: Aly A2
= 3 muestras diferentes: M1, M2, M3

» Se repiti6 cada una de las mediciones por
cada uno de los analistas: (A-M,)1, (A-M,)2.

Tabla 7. Ensayos para evaluar la robustez.

N° Prueba Resultado

Tabla 5. Datos obtenido,s por cada analista y T TATv T oTolm 100 TGl s
cada dia. 2 |A|V|5[10|F |25 |gl|= t
DiA ANALISTA 1 ANALISTA 2 3|A|VH| 0|40 M| 250 | g|=| wu
1 16,05 17.29 4 | A|VH| 5|40 | F | 150 | G |= \
15,85 14,64 5|S| V|0 |40 F | 150 | g |[=|] w
16,11 15,90 6 | S|V |5]|40| M| 250 |G |= X
2 16,22 15,35 7S |VH| 0 |10| F | 250 | G |= y
16,56 15,66 8 | S|VH| 5|10 M| 150 | g |=| z

16,72 15,46

Luego se efecttia una ANOVA para evaluar
la reproducibilidad debida a los factores analista
y dia, los cuales, para este caso, constituyen la
precision intermedia, y los resultados se mues-
tran en la tabla 6.

Para esta prueba, las letras G y g se utiliza-
ron como variables falsas que no afectan las res-
puestas y que complementan el disefio experi-
mental.
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Tabla 8. Resultados de las pruebas y repeticiones para el anilisis de robustez. Analistas diferen-
tes: Al y A2; muestras diferentes: M1, M2, M3; repeticiones por cada una de las pruebas (A -

M)1, (A-M))2.
Prueba | (A1-M1)1 | (A1-M1)2 | (A2-M1)1 | (A2-M1)2 | (A1-M2)1 | (A1-M2)2 | (A2-M3)1 | (A2-M3)2
s 2,82 3,00 11,82 13,23 16,05 16,05 8,46 8,64
t 6,95 6,25 8,40 8,68 16,80 14,05 9,38 8,57
u 12,76 12,17 45,75 48,37 66,40 60,70 30,27 27,62
v 25,04 25,57 33,51 34,05 52,38 52,3 31,75 31,23
w 61,38 60,68 31,05 30,69 70,93 69,15 10,3 10,23
X 38,15 38,85 25,61 25,19 63,85 64,98 32,83 32,60
y 15,76 15,45 8,12 7,73 18,02 18,09 15,50 15,03
z 9,05 11,47 6,33 5,65 16,72 15,34 8,60 8,80

La estimacién de los efectos (E.) para cada
una de las 7 variables (E, Ej

i

... E;) y por cada

Tabla 9. Efectos estimados (Ei) para cada una de las repeticiones.

una de las pruebas por diferente analista y mues-
tra. (véase la tabla 9).

Efecto | (A1-M1)1 | (A1-M1)2 | (A2-M1)1 | (A2-M1)2 | (A1-M2)1 | (A1-M2)2 | (A2-M3)1 | (A2-M3)2
Ea 19,193 | -19,865 | 7,0925 8,7675 | -4,4725 | -6,115 3,1575 2,35
Eb 11,673 11,030 | -4,2075 | -4,5025 | 3,5275 4,450 -6,2875 -5,66
Ec 3,3825 2,290 5,7225 6,6125 5,4125 4,330 -4,5075 -4,92
Ed 25,688 | -25275 | 25313 | -25753 | -46,493 | -4590 | -15803 | -15,16
Ee 11,588 | -10,615 | 2,1075 2,8225 1,2225 0,870 3,3075 3,15
Ef 6,1675 7,000 1,2925 | -1,5875 | -2,2475 | -1,245 | -7,2175 -6,23
Eg 22,0925 | -1,925 | -3,1175 | -3,2975 | -51375 | -1,955 7,4975 8,07

El efecto global de las pruebas (E?), se ob-

tiene elevando al cuadrado el promedio de los
valores de cada uno de los efectos anteriores y
el valor comparativo para cada efecto E,, se pue-

desviacién estindar calculada Sy el valor

critico, en donde t

(0.95;7)°

Tabla 10. Valores de E, | (experimental),

de estimar por medio de los valores t, (experi- Efecto E;2 | i
mentales). El valor critico obtenido t de Student Ea 12,49400 1,1852
con n-1 grados de libertad y a un nivel de con- Eb 1,569539 0,4201
fianza del 95%. Los datos anteriores se presen- Ec 5,245531 0,7680
tan en la tabla 10. Ed 477,19040 7,3252
Ee 1,188781 0,3650
Ef 0,258509 0,1704
Eg 0,059872 0,0820

Desv. Estd. 8,43
\Valor critico de t 1,9432
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se evalué la validez de la técnica de medi-
cién del tamaiio de particulas finamente pulve-
rizadas por medio de un microscopio de luz
6ptica adaptado a un computador, por medio
del cual las mediciones se realizan en
microfotografias ampliadas de las muestras a
medir. Como la mayoria de las particulas se pre-
sentan con forma externa irregular la caracte-
rizacién del tamano y las definiciones de las
medidas pueden ser muy variadas.

Para llevar a cabo la validacién se considera-
ron como parametros criticos:

Para la precisién intermedia, se evalud el efec-
to de cambio de analista y de dfa. Como en la
prueba de ANOVA se encontr6 que F, obtenido
experimentalmente fue menor que el valor ob-
tenido en la tabla de F (con G.L/G.L =), el
método se puede considerar reproducible por los
analistas; a su vez, como F, es menor que el va-

lor obtenido en la tablade F (G.L /G.L,=2/8), el
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