Revista CENIC Ciencias Biolégicas, Vol. 37, No. 2, 2006.

Linealidad, algo mas que r?: un ejemplo practico

Idania Gonzalez-Pérez y Anelis Quintana Cantillo.*

La Habana, Cuba.

Centro de Inmunoensayo, Calle 134 y Avenida 25, Apartado Postal 6653, Cédigo Postal 11600, Cubanacan, Playa, Ciudad de
La Habana. *Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia , Apartado Postal 6162, Cédigo Postal 10600, Playa, Ciudad de

Recibido: 8 de enero de 2005. Aceptado: 23 de diciembre de 2005.

Palabras clave: ELISA, regresion, linealidad, rango dinamico, rango lineal.
Key words: ELISA, regression, linearity, dynamic range, lineal range.

RESUMEN. El trabajo se propuso mostrar a través de un sencillo ejemplo, como
la evaluacion del coeficiente de determinacion de la regresién r* no puede
considerarse el mejor parametro para evaluar la linealidad de un procedimien-
to analitico y su sola determinacién no es suficiente para este fin. Se trabajé con
un ELISA tipo sandwich, empleado en la cuantificaciéon y chequeo de diferen-
tes etapas del proceso de produccién del IFNa2bHuLe. Se probaron cuatro cur-
vas en tres ELISA realizados en dias y por operarios diferentes, las cuales cu-
brieron seis concentraciones en el rango de 0,25 a 10 ng/mL . Se realiz6 anélisis
de regresion por el MMC. Se graficaron los logaritmos de las concentraciones
contra los cocientes de las respuestas y concentraciones (DO/C), para cada con-
centracion y curva estudiada. Como método complementario para evaluar la
calidad del ajuste en las diferentes rectas de regresién, se estimé la concentra-
cion de los diferentes puntos de las curvas ensayadas, por interpolacion de sus
absorbancias promedio en las curvas de regresion, para su comparacién con los
valores esperados o tedricos a través de los porcentajes de recuperacion Aun
cuando los r*calculados fueron superiores a 0,95 para todas las curvas ensaya-
das, solamente para dos de estas no hubo falta de ajuste para niveles de signifi-
cacion del 5 y 1 %. Sin embargo, solo para una de estas curvas, el IC 95 % de la
pendiente estuvo incluido en el rango de tolerancia definido para su variacién
en el rango lineal y correspondiente a = 5 % segiin la ASTM. La graficacién de
linealidad permitié visualizar las variaciones de la pendiente responsables de
la falta de linealidad (falta de ajuste) detectada para dos de las curvas. Se apre-
ci6 cémo para las concentraciones extremas de estas curvas (minima y méaxi-
ma), la pendiente (cociente DO/C) tuvo una variacién mayor que en la zona media.
Esta disminucién de la pendiente para las concentraciones més bajas en la cur-
va patron, lleva a errores cuando la mejor recta obtenida por el MMC es usada
para la cuantificacién de muestras desconocidas con DO en esa zona, debido a
la falta de ajuste. Esto se aprecio en los bajos porcentajes de recuperacion obte-
nidos, en la estimacién de las concentraciones mas pequenas de las curvas con
falta de ajuste, a partir de sus rectas de regresiéon. La graficacion de linealidad
resulta util en la evaluacién de linealidad, al visualizar la tendencia en la varia-
cioén de la pendiente en todo el rango de concentraciones explorado y ofrecer
una primera idea acerca del rango de concentraciones en que el método es li-
neal. El célculo de r*no obstante ser el método mas frecuentemente usado en el
chequeo de la linealidad para un conjunto de datos en estudio y de ofrecer una
medida de la calidad del ajuste que se logra con la regresion, no es suficiente
para este fin. El andlisis debe ser complementado con métodos alternativos como
la graficacion de linealidad en un primer acercamiento, o el calculo de los por-
centajes de recuperacion para los diferentes puntos de la curva patrén y final-
mente confirmado a través de una décima para la falta de ajuste.

ABSTRACT. The work intended to show through a simple practical example, how
the evaluation of the coefficient of determination r?, can’t be considered the best
parameter to assess the linearity of an analytical procedure, and its single determi-
nation is not enough for this purpose. A sandwich ELISA assay, employed to con-
trol the process of production of IFNa2bHuLe was chosen as the model for the
study. Four different curves were tested in three assays, done in different days and
by different operators. The data were analyzed using the linear regression method.
The Logs of concentrations (LLogC) were plotted versus the quotients of absorbances

and concentrations (OD/C), for each
curve and studied concentration. As a
complementary method to measure the
goodness-of-fit to linear model, the con-
centrations of different points of the as-
sayed curves were estimated, interpo-
lating its mean absorbances in the re-
gression curves, and the calculated val-
ues were compared with the theoretic,
expected values, through the percent-
ages of recovery. Although the calcu-
lated r*were > 0,95 for all of the assayed
curves, there was no lack of fit, with sig-
nificance levels of 5 and 1 %, only for
two of them. However, only for one of
these linear, well adjusted curves, the
95 % confidence interval of the slope was
included in the range of tolerance for its
variation in the linear range, defined by
the ASTM as + 5 %. The plot of linearity
allowed visualizing the variations of the
slope, and the associated lack of fitting
to the linear model, detected for two of
the assayed curves. It was shown how
for the extremes values of concentration
of these two curves; the slope (OD/C) had
bigger variations than for concentra-
tions in the central zone of the curves.
This variation of the slope for the small-
est evaluated concentrations in these
curves, leads to bigger errors when the
linear regression curves are used to es-
timate concentrations in this zone,
which is a result of the lack of fitting.
This lack of fitting was very well visu-
ally expressed in the low percentages of
recovery obtained when the smallest
concentrations of the curves were esti-
mated through its lineal regression
curves. The plot of linearity is useful for
the evaluation of linearity, allowing vi-
sualizing the trend of the slope in the
range of explored concentrations, and
offering a first idea about the lineal
range of the method. Although the cal-
culation of r?* although is the most fre-
quently used method in the check-up
of linearity, offering a measure of the
quality of the adjustment that is
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achieved with the regression, is not
enough for this purpose. The analysis
should be supplemented with some
other alternatives, as the plot of linear-
ity first, the calculation of the percent-
ages of recovery for the different con-
centrations of the curve, and finally, con-
firmed through a test for measuring the
goodness-of-fit to a linear model.

INTRODUCCION

La linealidad de un método ana-
litico se define como la capacidad
que éste tiene para producir resul-
tados directamente proporcionales a
la concentracion de analito, dentro
de unrango dado. Estan descritos los
rangos dinamico y lineal para técni-
cas analiticas. Usualmente, cuando
se cuantifica por interpolacién en una
curva patrén, los rangos de trabajo
son acotados al rango lineal del méto-
do, definido como el rango de concen-
traciones para el cual, la pendiente es
constante en el intervalo de toleran-
cia que se defina. La ASTM (del in-
glés American Society for Testing
and Materials) tolera + 5 % de va-
riacién para la pendiente.! El rango
dindamico, determinado como el ran-
go de concentraciones de la sustancia
en ensayo, para el cual, un cambio en
la concentracién produce un cambio
en la senal detectada, es usualmente
mas amplio que el lineal.!

Lalinealidad puede ser expresa-
da en términos de varianza alrede-
dor de la pendiente de la curva de
regresion calculada por el Método de
los Minimos Cuadrados (MMC),??
pero es el calculo del coeficiente de
determinacién de la regresion, r?,
el método mas frecuentemente
usado en el chequeo de la lineali-
dad.

r?2 puede ser interpretado como
una medida de la linealidad del con-
junto de datos en estudio y de la ca-
lidad del ajuste que se logra con la
regresion, pero es bien conocido que
curvas de respuestas no lineales
pueden tener asociados coeficientes
de determinacién mayores a 0,9;* por
lo que r?no se considera el mejor pa-
rametro para evaluar la linealidad de
un procedimiento analitico® y su sola
determinacién no es suficiente para
este fin.?

Por ejemplo, para la Ley de
Lambert-Beer, que define la relacién
entre absorbancia o densidad éptica
(DO) y la concentracién de sustan-
cia (C), a elevadas concentraciones
se obtienen valores de respuesta (DO)
bajos, que determinan una pérdida
de ajuste cuando se construye la cur-
va de regresiéon que ofrece el mejor
ajuste lineal, atin cuando el r? aso-

ciado a ella sea relativamente elevado
(> 0,95). Este fendmeno es conocido
como fallo® 0 no cumplimiento de la
relacion DO = DO(C) a grandes con-
centraciones.

Otro acercamiento a la linealidad
lo constituye la graficacién de lineali-
dad, obtenido al graficar los loga-
ritmos de las concentraciones (LogC)
en funcién de los cocientes de las res-
puestas y concentraciones (DO/C),
para cada concentracién estudiada.
Este ha sido recomendado con ante-
rioridad para la evaluacioén de la linea-
lidad en un rango de concentraciones
en estudio (es decir para determinar
sila pendiente es constante en di-
cho rango dentro de los limites de
tolerancia definidos), demostran-
do su utilidad en los casos en que
r2 no constituye un indicador su-
ficiente de la calidad del ajuste.®
Esta representaciéon grafica de la
linealidad ha sido considerada por
algunos autores como la evalua-
cién mas util y rigurosa de la apli-
cabilidad del modelo lineal al caso
dado.?

Este trabajo a través de un sen-
cillo diseno aplicado al ELISA tipo
sandwich, empleado en la cuanti-
ficacién y chequeo de diferentes
etapas del proceso de produccién
del IFNa2bHuLe en el Centro de
Investigaciones Biolégicas (CIB,
Ciudad de La Habana), pretendi6
mostrar la incapacidad del coefi-
ciente de determinacién r?, por si
solo, para la estimacién de lineali-
dad y la necesidad de complemen-
tar la evaluaciéon de la linealidad
por el calculo de r?, con el empleo
de métodos como la graficacién de
linealidad y la décima de la falta de
ajuste.

MATERIALES Y METODOS
Materiales

Se trabajé con un ELISA tipo
sandwich, empleado en la cuantifi-
cacién y chequeo de diferentes eta-
pas del proceso de produccién del
IFNa2bHuLe producido en el CIB.
Se emplearon microplacas NUNC™
MaxiSorp™ de fondo plano, recu-
biertas con anticuerpo de captura
CB-IFN 2.3 [Centro de Ingenieria
Genética y Biotecnologia (CIGB),
Ciudad de La Habana, Cuba] a una
concentracién final de 10 pg/mL . El
conjugado de peroxidasa-anticuerpo
monoclonal CBIFN 2.4 (CIGB) y las
disoluciones y tiempos de incuba-
cion empleados fueron los habitua-
les para este ELISA.” Como blanco
se empleé leche descremada al 0,05
% en disolucién reguladora de
fosfato 1X (PBS1X).

Diseno

Con el objetivo de determinar el
rango de concentraciones para la
curva patrén de cuantificacién que
ofrece el mejor ajuste lineal, se pro-
baron cuatro curvas en tres ELISA
realizados con el diseno correspon-
diente (Fig. 1).

En la microplaca se ensayaron,
en tres dias diferentes, cuatro cur-
vas cada vez (curvas 1, 2, 3 y 4) pre-
paradas con un patrén de IFNoa2b
humano recombinante (Divisién
Control de la Calidad, CIGB). Cada
una de estas curvas incluy6 seis
concentraciones diferentes, las cua-
les se aplicaron en la placa por du-
plicado.

Métodos

El analisis de las diferentes cur-
vas de regresion se realizé por el
MMC, para lo cual, se programoé en
Excel el calculo de las sumas de cuadra-
dos, del coeficiente de determinacién r?,
de los pardmetros de la regresion (b -
intercepto y b -pendiente) y de los
diferentes estadigrafos para la rea-
lizacién de las décimas de la pen-
diente y de la falta de ajuste.

Se calcularon y compararon los
coeficientes de determinacién para
cada curva. Se realizaron las do6-
cimas de la pendiente y de la falta
de ajuste. La décima de la pendien-
te se realizd con el objetivo de de-
mostrar que las variables C y DO no
son independientes. Con la décima
de la falta de ajuste fue posible deter-
minar si el modelo lineal de primer
orden era adecuado para representar
la relacién entre las variables en es-
tudio, de manera que

DO = b, + bC

siendo posible estimar la concentra-
ciéon C en funcién de la densidad
optica DO. Paralelamente, se cons-
truy6 un grafico de linealidad, para
demostrar su utilidad en la evalua-
ciéon de esta.

Se calcularon los intervalos de
confianza del 95 % (IC 95 %) y los
rangos de variacién correspondien-
tes a = 5 % de tolerancia para las
pendientes de todas las curvas estu-
diadas.

Como método complementario
para evaluar la calidad del ajuste en
las diferentes rectas de regresion, se
estimo la concentracién correspon-
diente a los diferentes puntos de las
curvas ensayadas, por interpolacién
de sus absorbancias promedio en las
curvas de regresion, para su compa-
racién con los valores esperados o
tedricos a través de los porcentajes
de recuperacion.
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Curva 1 Curva 2 Curva 3 Curva 4
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mLy) (ng/mLy)
1 2 3 4 5 6 7 8
A
Blanco 10 10 5 5 8 8
B
Blanco | Blanco 5 5 4 4 6 6
C
10 10 2,5 2,5 3 3 4 4
D
5 5 1,25 1,25 2 2 3 3
[
2 2 0,63 0,63 1 1 2 2
F
1 1 0,31 0,31 0,5 0,5 1 1
G 0,5 0,5 - - - - - -
H
0,25 0,25 - - - - - -

Fig. 1. Disenio de aplicacion de las curvas patrones en la microplaca. Curva 1 Curva
de 0,25 a 10 ng/mL, cada punto obtenido a partir de una dilucion del patron a 10 ng/
mL . Curva 2 Curvade 0,31 a 10 ng/mL, obtenida partiendo del patron diluido a

10 ng/mL y haciendo diluciones seriadas Y.
parada como se describe para la Curva 1.

como se describe para la Curva 1.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los coeficientes de variacién
(CV)intraensayo, obtenidos para los
duplicados de DO medidos para cada
punto de las cuatro curvas, fueron
siempre inferiores al 10 %, con un
valor medio de 2,28 al promediar
para las cuatro curvas (Tabla 1). Los
CV interensayo fueron inferiores al
15 %, en las cuatro curvas, para to-
das las concentraciones ensayadas,
excepto para la concentracién mas
baja de la curva 1, para la cual se ob-
tuvo un valor de 32,24 %. Obviando
este caso, los CV estan en el rango
de aceptacién regulado por la Orga-
nizacién Mundial de la Salud, que
considera para bioensayos tipo
ELISA una variacién interensayo
entre un 5y 20 %.®

Para todas las curvas ensayadas
se realizaron pruebas ANOVA para
las d6cimas de la pendiente y de la
falta de ajuste (Tablas 2 y 3).

Para cada curva fueron determina-
dos el coeficiente de determinacién r?
el intercepto (b ), la pendiente (b)), el
IC 95 % para la pendiente y su ran-
go de variacién para una tolerancia
de = 5 % (Tabla 4).

Todas las pendientes fueron di-
ferentes de cero, por lo que se co-
rroboré que las variables en estudio
Cy DO son dependientes en los ran-
gos de concentracién explorados.

En cuanto a la falta de ajuste, ain
cuando los coeficientes de determina-
cién calculados r?fueron superiores a
0,95 para todas las curvas ensayadas

Curva 3 Curva de 0,5 a 5 ng/mL, pre-
Curva 4 Curvade 1a8 ng/mL, preparada

(Tabla 4), solamente para las curvas
3 y 4 no hubo falta de ajuste para ni-
veles de significacién de 5y 1 %, por
lo que una recta muestra satisfacto-
riamente la relacién entre las varia-
bles C'y DO para ellas. Mientras que
paralas curvas 1y 2 hubo varias con-
centraciones para las cuales los por-
centajes de recuperacion estuvieron
fuera de los limites reconocidos para
este tipo de ensayo (85 y 115 %).°

No obstante, se pudo apreciar
que solo para la curva 3 el IC 95 %
de la pendiente estaba incluido en
el rango de tolerancia definido para
su variacién en el rango lineal segiin
1la ASTM y correspondiente a = 5 %
(Tabla 4).

Fue posible visualizar las varia-
ciones de la pendiente responsables
de la falta de linealidad (falta de ajus-
te) detectada para las curvas 1y 2
(Fig. 2). Se pudo apreciar como para
las concentraciones extremas de la
curva 1 (puntos de 0,25 y 10 ng
/mL con Log C equivalentes a -0,602
y 1,000 en el eje de las x del grafico),
la pendiente (cociente DO/C) presen-
ta una variacién mayor que en la
zona media de la curva. Lo mismo
ocurre para la curva 2 que cubre
aproximadamente el mismo rango
de concentraciones y para el pun-
to de 8 ng/mL de la curva 4 (Log C
equivalente a 0,903), que explora
un rango de concentraciones me-
nor.

Esta disminucién de la pendiente
para las concentraciones mds bajas

en la curva patrén, lleva a errores
cuando la mejor recta obtenida por
el MMC es usada para la cuantifica-
cién de muestras desconocidas con
DO en esa zona, debido a la falta de
ajuste. Esto se aprecia en las inexac-
titudes obtenidas en la estimacién
de las concentraciones para los dife-
rentes puntos de las curvas 1y 2, a
partir de las rectas de regresién ob-
tenidas por el MMC (Tabla 5, ver los
porcentajes de recuperacién tan ba-
jos obtenidos para las concentracio-
nes mas pequenas en las curvas 1y
2).

También en la figura 3a para la
curva 1, se aprecia la falta de lineali-
dad referida anteriormente y es evi-
dente la saturacién de la senal de
DO para el punto de 10 ng/mL .
Como se puede observar para la cur-
va 4 (Fig. 3d), la saturacién de la se-
nal para este ELISA comienza antes
de los 10 ng/mL y es apreciable ya a
los 8 ng/mL.

Como resultado de este mismo
andlisis para la curva 2, que cubre
aproximadamente igual rango de
concentraciones, se obtienen resul-
tados muy similares.

Para la curva 3 (Fig. 3c), se apre-
cia la coincidencia casi total entre la
curva experimental y aquella que
ofrece el mejor ajuste lineal, calcu-
lada por el MMC, asi como la no sa-
turacién de los valores de DO para
las concentraciones en estudio.

CONCLUSIONES

La graficacién de linealidad re-
sulta Gtil en la evaluacién de lineali-
dad, al visualizar la tendencia en la
variacién de la pendiente en todo el
rango de concentraciones explorado
y ofrecer una primera idea acerca del
rango de concentraciones en que el
método es lineal.

La evaluacién de la linealidad a
través del simple andlisis del valor
del coeficiente de determinacién r?
no permite estimar la calidad real
del ajuste. Curvas con coeficientes
de determinacién superiores a 0,95
pueden tener intervalos de con-
fianza del 95 % de la pendiente fue-
ra del rango de tolerancia definido
para su variacion en el rango lineal
y correspondiente a + 5 % segin la
ASTM.

El célculo de r?es ttil para la eva-
luacién de linealidad, pero su valor
no es determinante, o suficiente para
este fin. El andlisis debe ser comple-
mentado con métodos alternativos
como la graficacién de linealidad en
un primer acercamiento y finalmen-
te confirmado a través de una
décima para la falta de ajuste.
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Tabla 1. Valores promedio de las DO para cada punto por ensayo, asi como los valores de repetibilidad y precisién inter-
media para las cuatro curvas estudiadas.

C CURVA 1
(ng/mL) DO DE Ccv
Valores medios por ensayo Promedio n=3 Interensayo Intraensayo
n=2 n =3 n =3 n=2
I 11 111 DO, CVv CVI CVII CVIII
10 0,927 0,956 0,896 0,926 0,03 3,24 0,53 4,29 2,21
5 0,583 0,552 0,560 0,565 0,02 2,86 0,97 2,82 1,90
2 0,234 0,231 0,231 0,232 0,00 0,75 1,81 3,67 0,00
1 0,112 0,108 0,107 0,109 0,00 2,53 2,53 0,66 0,00
0,5 0,055 0,054 0,051 0,053 0,00 3,40 1,30 1,32 8,32
0,25 0,031 0,024 0,016 0,023 0,01 32,24 2,32 5,89 4,56
CURVA 2
10 0,799 0,781 0,905 0,828 0,07 8,10 0,80 1,63 1,25
5 0,494 0,486 0,551 0,510 0,04 6,92 0,72 0,58 0,13
2,5 0,274 0,265 0,287 0,275 0,01 4,02 0,78 2,41 3,21
1,25 0,127 0,124 0,142 0,131 0,01 7,30 1,11 1,72 6,50
0,63 0,061 0,060 0,061 0,061 0,00 0,95 2,32 2,36 2,32
0,313 0,030 0,029 0,024 0,027 0,00 12,18 7,19 0,00 3,01
CURVA 3
5 0,536 0,529 0,621 0,562 0,05 9,14 2,51 3,74 2,96
4 0,462 0,419 0,516 0,466 0,05 10,49 0,61 3,21 493
3 0,314 0,310 0,398 0,341 0,05 14,63 1,58 3,65 1,78
2 0,224 0,217 0,283 0,241 0,04 15,05 4,75 1,63 0,25
1 0,107 0,103 0,134 0,115 0,02 14,88 3,97 3,45 5,28
0,5 0,052 0,050 0,059 0,054 0,00 8,81 0,00 2,83 9,59
CURVA 4
8 0,684 0,756 0,782 0,740 0,05 6,88 1,76 0,28 1,45
6 0,550 0,632 0,683 0,621 0,07 10,80 0,13 2,58 0,10
4 0,382 0,429 0,483 0,431 0,05 11,79 2,04 2,81 2,34
3 0,296 0,311 0,384 0,330 0,05 14,35 0,24 0,23 0,00
2 0,194 0,203 0,247 0,215 0,03 13,21 0,73 0,70 0,00
1 0,113 0,100 0,114 0,109 0,01 6,92 440 2,83 1,87

C Concentracion. DO Densidad éptica. DE Desviacion estandar. CV Coeficiente de variacién.

Tabla 2. Resultados correspondientes a las pruebas ANOVA realizadas para las décimas de la pendiente para todas las
curvas ensayadas.

CURVA 1 CURVA 3
Fuente «—00s Fuente €= 005
de variacion gl SC M Feac FUG devariaciéon gl SC cM Fea Fl»w
Regresiéon 1 1,893 1,893 1166,225 4494 Regresion 1 0,587 0,587 489,256 4,494
Residual 16 0,026 0,002 Residual 16 0,019 0,001
Total 17 1,919 0,113 Total 17 0,607 0,036

CURVA 2 CURVA 4
Regresiéon 1 1,428 1,428 643,266 4,494 Regresion 1 0,858 0,858 381,364 4,494
Residual 16 0,036 0,002 Residual 16 0,036 0,002
Total 17 1,463 0,086 Total 17 0,894 0,053

gl Grados de libertad. SC Suma de cuadrados. CM Cuadrados medios.
Para las curvas 1,2,3y4 como F = CMReg/CMres > F,  rechazo Ho, la pendiente es diferente de cero.

calculada
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Tabla 3. Resultados correspondientes a las pruebas ANOVA realizadas para las décimas de la falta de ajuste para todas las
curvas ensayadas.

CURVA 1 CURVA 3
Fuente «—oo0s Fuente @005
de variacién & SC M Foa. F.12' ™ gevariacién gl SC cM Fea. Fn'™"
Residuos 16 0,026 Residuos 16 0,019
Falta Falta
de ajuste 0,024 0,006 28,626 3,259 de ajuste 4 0,001 0,000 0,155 1 3,259
Error puro 12 0,002 0,000 205 Error puro 12 0,018 0,001 522
CURVA 2 CURVA 4
Residuos 16 0,036 Residuos 16 0,036
Falta Falta
de ajuste 4 0,024 0,006 5,919 3,259 de ajuste 0,010 0,003 1,223 4 3,259
Error puro 12 0,012 0,000 996 Error puro 12 0,026 0,002 131
gl Grados de libertad. SC Suma de cuadrados. CM Cuadrados medios.
Para las curvas 1y 2como F . > F,_ serechaza Ho, hay falta de ajuste.
Para las curvas 3y 4 como F < F_ seaprueba Ho, no hay falta de ajuste.
Tabla 4. Pardmetros correspondientes a todas las curvas ensayadas y rango de BIBLIOGRAFIA
variacion de la pendiente para una tolerancia de * 5 %. 1. ASTM Annual Book, American Society
for Testing and Materials, Phila-
Curva b b, 12 IC95 % b, £5%Db, delphia, Vol. 14.01, 149-58, 1988.
. 2. United States Pharmacopeia XXIII,
1 0,025 0,094 0,99 (0,088; 0,100) (0,088; 0,099) General Chapter 1225. Validation of
2 0,032 0,083 0,98 (0,076; 0,090) (0,077; 0,090) compendial methods. National For-
) . mulary, XVIII. Rockville, MD, The
3 0,003 0,113 0,97 (0,103; 0,124) (0,103; 0,124) United States Pharmacopeial Con-
4 0,041 0,092 0,96 (0,082; 0,102) (0,082; 0,101) vention, Inc., 1612-1710, 1995.

3. Brittain G.H. Validation of Non-
chromatographic Analytical Methodol-
ogy. Pharmaceutical Technology,
March, 82-90, 1998.
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Tabla 5. Estimacién de las concentraciones de los puntos de las curvas por el MMC.

CURVA 1 CURVA 2
Valor Recuperacion Valor Recuperacién
(ng/mL) (%) (ng/mL) (%0)

Esperado Estimado Esperado Estimado
10 9,33 96,08 10 9,38 95,63
5 6,24 115,12 5 6,06 114,82
2 2,45 110,40 2,5 3,10 116,62
1 0,86 89,50 1,25 1,08 94,69
0,5 0,09 59,97 0,625 0,36 54,82
0,25 -0,23 -6,55 0,3125 -0,29 -18,48

CURVA 3 CURVA 4
5 491 98,50 8 7,57 95,34
4 4,06 101,90 6 6,38 105,47
3 3,05 99,14 4 4,39 106,37
2 2,07 104,79 3 2,97 105,12
1 0,98 98,24 2 1,99 94,80
0,5 0,44 89,25 1 0,70 74,02

Valor estimado

La recuperacién se calcula como: =77 =oVP MY
Valor esperado
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Fig. 3. Curvas experimentales y rectas de regresion lineal obtenidas por el MMC para los cuatro rangos de concentraciéon estudia-
dos. DO exp. Valores experimentales de densidad 6ptica obtenidos para los diferentes puntos de las curvas. DO est. Densidades
opticas estimadas para las curvas de regresion obtenidas por el MMC.
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