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RESUMEN

En el presente trabajo operativo, el motivo es validar una técnica analitica por
cromatografia liquida de alta performance (HPLC) para una matriz de comprimidos
orales que contiene Clorhidrato de clorhexidina + Benzocaina + Enoxolona, debido a
que una metodologia de andlisis para la matriz de referencia no se encuentra registrada
en los libros oficiales (USP, BP,JP), teniendo en cuenta que esta asociacion contiene la
mezcla de tres principios activos y que la validacion es requisito indispensable para el
cumplimiento de las Buenas Practicas de Manufactura (BPM), el proceso de validacion
se llevo a cabo en Laboratorios Naturales y Genéricos S.A.C. en el area de control de
calidad, por contar con los equipos, reactivos y materiales necesarios para realizar el
proceso de validacién y en la Universidad Catélica de Santa Maria por contar con el
material bibliografico necesario para la elaboracion y presentacion del trabajo de tesis.

Se realizé un tipo validacion prospectiva, para la cual se evaluaron los pardmetros
de desempefio de los procedimientos analiticos como son: aptitud de sistema
selectividad, linealidad, exactitud y precisién, ademas se realizé una prueba adicional
de estabilidad de muestra preparada. Las condiciones cromatogréaficas se establecieron
con un sistema isocréatico, a una longitud de onda de 254 nm con una velocidad de flujo
de 1.5 mL/minuto a 40°C, se utiliz6 una columna Luna Phenyl Hexyl 250 mm x 4.6
mm (5 um) y una fase moévil compuesta por de 2 g de Octanosulfonato de sodio disuelto

en 252 mL de agua, 528 mL de acetonitrilo, 190 mL de metanol y 30 mL de &cido
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acético glacial para obtener un volumen final de 1 L de fase mdvil; el volumen de
inyeccion fue de 15 uL, el tiempo de retencion fue de 2.52 minutos para Benzocaina;
3.88 minutos para Clorhexidina HCI y 9.87 minutos para Enoxolona por lo que se
establecid un tiempo de corrida de 15 minutos por inyeccion aproximadamente.

Los resultados, luego de llevar a cabo los parametros de validacion fueron:
Selectividad (no se evidencia coelucidon, con una interferencia de placebo de 0.0% para
los 3 principios activos). Linealidad (se obtiene un coeficiente de correlacion r genzocaina
= 0.99937, r clorhexidina Hcl = 0.99935 Y ' Enoxolona = 0.99904). Precision (para la
repetibilidad se obtiene una C.V. genzocaind = 0.40%, C.V. ciorhexidina Hcl = 1.25% y un
C.V. Enoxolona = 0.85 %). Exactitud (se obtiene un porcentaje de recuperacion de
Benzocaina = 99.41%, Clorhexidina HCI = 100.42 % y Enoxolona = 99.30 %). Ademas
se realiz6 pruebas de estabilidad de muestra preparada, obteniendo un sesgo de
Clorhexidina HCI = 0.33, sesgo de Benzocaina= 1.49 y sesgo de Enoxolona = 1.68; a
los tiempos de andlisis de 0, 12 y 24 horas. Estos resultados se obtuvieron una vez que
fueron definidas las condiciones de los pardmetros de desempefio los cuales
demostraron la aplicabilidad del procedimiento analitico propuesto con lo cual se
establece evidencia documentada de que el método analitico es selectivo, lineal, preciso
y exacto, se debe mencionar que para llevar a cabo ésta validacion se tuvo en cuenta la
calificacion de cada elemento importante, como la calibracion de instrumentos,

calificacion operacional, equipos, instalaciones y disefio del producto.

El procedimiento se llevd a cabo cumpliendo los pardmetros de validacion
establecidos en las ICH, por lo que se pudo comprobar la validez del método analitico,
y que éste puede ofrecer confiabilidad para ser empleado en los laboratorios de control
de calidad, esto contribuye con el desarrollo del profesional quimico farmacéutico en
el area de tecnologia farmacéutica para hallar nuevas alternativas al formular productos
con dos 0 mas constituyentes, en donde es preciso no solo la solucién de una posible

incompatibilidad tecnoldgica sino garantizar seguridad y eficacia farmacoldgica.

Palabras clave: Validacion, HPLC, Benzocaina, Clorhexidina Clorhidrato, Enoxolona
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ABSTRACT

In this operational work, the reason is to validate an analytical technique by liquid
chromatography high performance (HPLC) for a matrix oral tablets containing
Hydrochloride Chlorhexidine + Benzocaine + Enoxolone, because an analysis
methodology for the reference matrix not registered official books (USP, BP, JP),
considering that this association containing the mixture of three active principles and
validation is required for compliance with Good Manufacturing Practices (GMP)
requirements, the process validation was conducted in Natural Laboratories and
Generics SAC in the area of quality control, by having teams, reagents and materials
needed to perform the validation process and the Catholic University of Santa Maria
for having the necessary for the preparation and presentation of the thesis bibliography.

A type of prospective validation was carried out, for which the performance
parameters of the analytical procedures were evaluated, such as: selectivity system
aptitude, linearity, accuracy and precision, as well as an additional sample stability test
prepared. Chromatographic conditions were established with an isocratic system at a
wavelength of 254 nm with a flow rate of 1.5 mL / minute at 40 ° C, a moon Phenyl
Hexyl 250 mm x 4.6 mm (5 um) column was used and a mobile phase composed of 2g
octanesulfonate sodium dissolved in 252 mL water, 528 mL acetonitrile, 190 mL of
methanol and 30 mL of glacial acetic acid to a final volume of 1 L of mobile phase; the

injection volume was 15 uL, the retention time was 2.52 minutes for Benzocaine; 3.88

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM -  DE SANTA MARIA

minutes for Chlorhexidine HCI and 9.87 minutes for Enoxolone for which a running

time of 15 minutes was established by injection..

The results after carrying out the validation parameters were: selectivity (coelution
not evident with placebo interference 0.0% to 3 active ingredients); Linearity
(correlation coefficient r genzocaine = 0.99937, r clorhexidine Hct = 0.99935 and r enoxolone =
0.99904 is obtained); Precision (repeatability for one C.V. Benzocaine = 0.40%, C.V.
Chiorhexidine Hel = 1.25% and C.V. Eenoxolone = 0.85% obtained); Accuracy (recovery
percentage Benzocaine = 99.41%, 100.42% Chlorhexidine HCI = 99.30% and
Enoxolone = is obtained). In addition, stability tests of the prepared sample were
performed, obtaining a Clorhexidine HCI = 0.33, bias of Benzocaine = 1.49 and bias of
Enoxolone = 1.68; at the analysis times of 0, 12 and 24 hours. These results were
obtained once the conditions of the performance parameters were defined which
demonstrated the applicability of the proposed analytical procedure, which establishes
documented evidence that the analytical method is selective, linear, precise and exact,
it should be mentioned that To carry out this validation, the qualification of each
important element was taken into account, such as instrument calibration, operational
qualification, equipment, facilities and product design.

The procedure was carried out in compliance with the validation parameters
established in the ICH, so that the validity of the analytical method could be verified,
and that it can offer reliability to be used in quality control laboratories, this contributes
to the development of the pharmaceutical chemistry professional in the area of
pharmaceutical technology to find new alternatives when formulating products with
two or more constituents, where it is necessary not only the solution of a possible
technological incompatibility but to guarantee safety and pharmacological efficacy.

Keywords: Validation, HPLC, Benzocaine, Chlorhexidine Hydrochloride, Enoxolone
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INTRODUCCION

La validacion de un método analitico es el proceso establecido para la obtencion de
pruebas documentadas, mediante estudios sistematicos de laboratorio y demostrativos,
de que una técnica analitica es lo suficientemente fiable y reproducible para producir
el resultado previsto dentro de los intervalos definidos. El proceso de validacion permite
el conocimiento de las caracteristicas de funcionamiento del método y proporciona un
alto grado de confianza en el mismo y en los resultados obtenidos al aplicarlo. En todo
caso, la industria farmacéutica, consiente de su responsabilidad, actla siempre
buscando mejorar la calidad del medicamento a lo largo del proceso de fabricacion. El
objetivo claramente es conseguir que el medicamento sea seguro, estable y eficaz, y la

validacion constituye un instrumento importante para lograr dicho fin.

Se debe tener en cuenta que los métodos analiticos que vayan a ser usados con fines
de identificacion, cuantificacion, deteccion y determinacion de caracteristicas de
desempefio, deben validarse para cumplir con las exigencias contempladas en la
direccion general de medicamentos insumos y drogas (DIGEMID), segun el articulo
176° del Manual de Buenas Practicas de Manufactura de productos farmacéuticos
(BPM), que se rige a su vez en las reglamentaciones dadas por las Farmacopeas USP,
BP y el Consejo Internacional para la Armonizacién de los Requisitos Técnicos de los
Productos Farmacéuticos de Uso Humano (ICH) por sus siglas en ingles.
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Las exigencias legales definen como método analitico a la adaptacion especifica de
una técnica analitica para un propoésito de medicion seleccionado por lo que la
validacion de un procedimiento analitico es el proceso que establece, mediante estudios
de laboratorio, que las caracteristicas de desempefio del procedimiento cumplen los

requisitos para las aplicaciones analiticas previstas.

Por el momento los libros oficiales solo mencionan métodos analiticos para el
andlisis cuantitativo de formulaciones que contienen Clorhidrato de clorhexidina,
Benzocaina y Enoxolona de forma individual y en diferentes formas farmacéuticas,
pero ninguna menciona un método analitico para el analisis fisicoquimico de los
principios activos combinados en una sola presentacion farmacéutica, por ello es
importante realizar una validacion para demostrar que el método analitico es apto para
el control de calidad de la forma farmacéutica a investigar. Para el desarrollo quimico
—farmacéutico de un nuevo medicamento es imprescindible la utilizacion de un método
analitico que permita cuantificar el analito en forma de materia prima o como
ingrediente activo de una formulacion. Para asegurar la confiabilidad, los métodos
analiticos se someten a un proceso de validacidn, ya sea de caracter prospectivo,
retrospectivo o de revalidacion, se comprueba si el método es lo suficientemente
confiable y si los resultados previstos se obtienen dentro de las condiciones fijadas. La
validacion de los métodos analiticos se fundamenta en la determinacion de diversos

parametros, que se aplican de acuerdo con la categoria a la que pertenezcan.

En el trabajo presentado se ha validado una técnica analitica desarrollada por
cromatografia liquida de alta performance (HPLC) para cuantificar una matriz que
contiene una asociacién de Clorhidrato de clorhexidina 5 mg + Benzocaina 4 mg +
Enoxolona 3 mg/comprimido en la cual se han desarrollado los parametros de
desempefio analitico de selectividad, linealidad, precision, precision intermedia,
exactitud y estabilidad de la muestra por lo que en conjunto, la validacién de éste
método analitico proporciona un alto grado de confianza y seguridad en los resultados

obtenidos.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM =2 DE SANTA MARIA

HIPOTESIS

Dado que no existen metodos analiticos estandarizados por organismos
internacionales como la USP, BP y JP para cuantificar Clorhexidina Clorhidrato +
Benzocaina + Enoxolona en asociacién dentro de una misma matriz, es probable que
se pueda validar una técnica analitica al desarrollar los parametros minimos exigidos
por las BPM para que esta pueda utilizarse para el analisis y control de calidad de la

matriz mencionada.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

- Validar una técnica analitica por cromatografia liquida de alta performance
(HPLC) para una matriz compuesta por una asociacion de Clorhidrato de
clorhexidina + Benzocaina + Enoxolona en comprimidos orales, con fines
analiticos de cuantificacion.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Desarrollar las condiciones cromatograficas (nimero de platos teéricos, factor
de asimetria y coeficiente de variacion) para el cumplimiento de la aptitud de

sistema del método analitico desarrollado por HPLC.

- Determinar los parametros de desempefio minimos que se requieren para el

proceso de validacion de una técnica analitica.
- Demostrar que las muestras preparadas siguiendo la técnica analitica propuesta,

se mantienen estables después de un tiempo de almacenamiento de 12 a 24 horas

en condiciones de temperatura de 2 a 8 °C.
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CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1.VALIDACION DE UNA TECNICA ANALITICA

La validacion de una técnica analitica es el proceso que establece, mediante estudios
en laboratorio, que cumple con las caracteristicas de desempefio del procedimiento, los
requisitos para las aplicaciones analiticas previstas y con las caracteristicas de
desempefio analitico habituales que deben considerarse en una validacién. Es el
establecimiento de evidencia documentada de que un procedimiento analitico
conducird, con un alto grado de seguridad, a la obtencion de resultados precisos y
exactos, dentro de las especificaciones y los atributos de calidad previamente
establecidos. La importancia de validar una técnica analitica consiste en demostrar que

dicha técnica es adecuada para el uso al cual esta destinada.

Los estudios de validacidén constituyen una parte esencial de las BPM, deben
efectuarse conforme a protocolos definidos de antemano. Debe prepararse y archivarse
un reporte escrito que resuma los resultados y las conclusiones registrados. Deben
establecerse procesos y procedimientos sobre la base de un estudio de validacion los
cuales se sometan periodicamente a una revalidacion para asegurar que con ellos se

pueden seguir obteniendo los resultados deseados. Se debe prestar especial atencion a
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la validacién de procesos, limpieza y de los métodos analiticos.

En términos generales; validacion es la accién que demuestra, en forma
documentada, que un proceso, equipo, material, actividad o sistema conduce a los
resultados previstos.?*

1.1.1. TIPOS DE VALIDACION

Los laboratorios deben validar los métodos no normalizados que corresponden
a métodos desarrollados por ellos, métodos nuevos o bien métodos que
tradicionalmente se han utilizado pero que no estan normalizados.*’, es por ello
que se pueden dar distintos tipos de validacion, los cuales se describen a

continuacion.

a) Validacion prospectiva

Este tipo de validacion se realiza cuando la verificacion del cumplimiento de
las condiciones establecidas para un proceso o metodo analitico, se llevan a cabo
antes de la comercializacion del producto. Este tipo de validacion se aplica
cuando se elabora un nuevo método analitico, es tipico en los laboratorios de
investigacion y desarrollo, se realiza de acuerdo con un protocolo perfectamente
planificado y comprende el estudio de todos los criterios necesarios para
demostrar el buen funcionamiento del método.* Para llevar a cabo este proceso
de validacidn se tiene un diagrama el cual se observa en la figura 1.1.

b) Validacion retrospectiva
Se realiza cuando la idoneidad del proceso o método analitico, se basa en la
garantia constatada a través de los datos analiticos del producto ya
comercializado. Se aplica a métodos no validados previamente y de los que se
tiene una amplia historia de resultados. Este tipo de validacién se aplica para
métodos por: cromatografia liquida, Métodos espectrofotometricos y métodos

volumétricos.®

c) Revalidacion
La introduccion de un cambio que pueda afectar la idoneidad del método

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA

REPOSITORIO DE
e '
=8 DE SANTA MARIA

TESIS UCSM

analitico establecido por la validacion, podra exigir una nueva validacion, es
decir una revalidacion total o parcial de dicho método analitico. Los criterios a
estudiar se deciden en funcion del tipo de cambio efectuado. Entre los motivos

que exigen una nueva validacion tenemos: ®

- Cambios importantes en la matriz del producto.
- Cambios importantes en el método analitico.
- Cambios en las especificaciones.

1.1.2. ¢CON QUE FRECUENCIA SE REALIZA UNA VALIDACION?3
- Cuando se implemente un nuevo método analitico
- Cuando haya una transferencia de métodos analiticos.
- Cuando se incorpore un equipo nuevo con diferentes caracteristicas.
- Cuando se cambia el alcance de un metodo normalizado.

- Cuando se aplique el control de cambio que lo mande.

1.1.3. ¢(POR QUE VALIDAR?
La Validacion de un método analitico, garantiza la calidad del
medicamento, asi mismo es necesaria porque:

- Proporciona un alto grado de confianza, seguridad en el método analitico y
en la calidad de los resultados.

- Permite un conocimiento profundo del método, asi como de sus
caracteristicas de funcionamiento. Este conocimiento y seguridad en los
métodos analiticos que han sido validados, se traduce en la disminucion del
namero de fallas y repeticiones, con el consiguiente ahorro de los costos

asociados y consecuentemente cumplir con los plazos previstos de analisis.

- Trabajar con métodos validados permite cumplir con las exigencias legales
tanto del registro de especialidades farmacéuticas como las buenas
practicas de laboratorio con el fin de asegurar la calidad y la eficacia del
producto.
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- Contribuye con la optimizacion del proceso de produccion de un
medicamento al mejorar, dentro de lo posible, los aspectos de calidad del

producto.

PROGRAMA DE VALIDACION

\

. Pedido o compra
\ de material

¢ |
Analista;

\ Verificacion de / oV s ¢Ok?
. -

T — e J

_ Elaboracién del
\ Protocolo de validacién
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l
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'\ validacion

3 !
Repeticién de la Evaluacion de

<— Ok 4—1{  resultados analiticos

k validacién _
' Si
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!

Elaboracidn del
k reporte de validacion

Figura N° 1.1 Diagrama del proceso de validacion de método analitico
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1.1.4. PARAMETROS DE VALIDACION DE METODOS ANALITICOS.

a) Exactitud

La exactitud de un procedimiento analitico es la proximidad entre los
resultados de la prueba obtenidos mediante ese procedimiento y el valor
verdadero. La exactitud de un procedimiento analitico debe establecerse en
todo su intervalo. En el andlisis cuantitativo de impurezas, la exactitud debe
evaluarse en muestras (del farmaco o del producto farmacéutico) a las que se
hayan agregado cantidades conocidas de impurezas, cuando no sea posible
obtener muestras de algunas impurezas o productos de degradacion, los
resultados deben compararse con los obtenidos mediante un procedimiento

independiente.®

La exactitud o bien podriamos llamarla “inexactitud”, debe ser tan pequefia
como sea posible para que el valor medio se aproxime al de referencia. Dicho
de otro modo, la recuperacion del analito debe acercarse al 100 %.*

b) Precision

La precision de un procedimiento analitico es el grado de concordancia
entre los resultados de las pruebas individuales cuando se aplica el
procedimiento repetidamente a multiples muestreos de una muestra
homogénea. La precision de un procedimiento analitico habitualmente se
expresa como la desviacion estandar o la desviacion estandar relativa
(coeficiente de variacion) de una serie de mediciones. La precision puede ser
una medida del grado de reproducibilidad o de repetibilidad del procedimiento

analitico en condiciones normales de operacion.®

- Repetibilidad
Refleja la precision de un método, cuando se desarrolla bajo las
mismas condiciones, utilizando la misma muestra, analizada por el
mismo analista, en el mismo laboratorio, con los mismos equipos y
reactivos y durante una misma sesion de trabajo en un periodo corto.
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El parametro estadistico que caracteriza este estudio es la desviacion
estandar o coeficiente de variacién (en area y tiempo de retencion), éste
pardmetro permite evaluar la incertidumbre en la estimacion de la media,
es decir, el error aleatorio que se corresponde con la dispersion de datos
alrededor de la media.®

- Reproducibilidad

Es la medida de la precision de los resultados de ensayos realizados
sobre la misma muestra homogénea, pero ejecutados en dias diferentes
y se expresa con los mismos parametros matematicos que la
repetibilidad. EIl coeficiente de variacion en el estudio de Ia
reproducibilidad debe ser igual o mayor que el obtenido en el estudio de
repetibilidad para la misma cantidad o concentracion debido a la mayor
fuente de error que existe en la reproducibilidad.®

- Precision intermedia
La precision intermedia (también conocida como tolerancia o
fortaleza) expresa la variacion dentro de un laboratorio, por ejemplo en
diferentes dias, con diferentes analistas o con equipos diferentes dentro
del mismo laboratorio.®

c) Selectividad o especificidad
Se define como la capacidad de evaluar de manera inequivoca el analito en
presencia de aquellos componentes cuya presencia resulta previsible, tales
como impurezas, productos de degradacion y componentes de la matriz. La
falta de especificidad de un procedimiento analitico individual puede

compensarse usando otros procedimientos analiticos complementarios.®

Para las pruebas que se indican a continuacion, la definicion anterior tiene
las siguientes implicancias: Pruebas de identificacion que garantizan la
identidad del analito, pruebas de pureza que garantizan que todos los
procedimientos analiticos efectuados permiten declarar con exactitud el

contenido de impurezas de un analito (por ejemplo, prueba de sustancias
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relacionadas, limite de metales pesados, impurezas organicas volatiles).
Valoraciones que proporcionan un resultado exacto, que permite una
declaracion exacta del contenido o potencia del analito en una muestra. La
importancia de éste requisito de validacion es demostrar la ausencia de
interferencia con referencia al estandar y/o interferencia menor al 2%.°

d) Limite de deteccion
Es la cantidad minima de analito que puede detectarse en una muestra,
aungue no necesariamente cuantificarse, en las condiciones experimentales
indicadas, las pruebas de limite simplemente comprueban que la cantidad de
analito se encuentra por encima o por debajo de un nivel determinado. El
limite de deteccion se expresa habitualmente como concentracion de analito

en la muestra. ©

e) Limite de cuantificacion

El limite de cuantificacion es una caracteristica de las valoraciones
cuantitativas de compuestos que se encuentran en baja concentracion en la
matriz de una muestra, tales como: impurezas en farmacos a granel y
productos de degradacion en productos farmacéuticos terminados. Es la
minima cantidad de analito en una muestra que se puede determinar con
precision y exactitud aceptables en las condiciones experimentales indicadas.
El limite de cuantificacion se expresa habitualmente como concentracion de

analito en la muestra.®

f) Linealidad

La linealidad de un procedimiento analitico es su capacidad para obtener
resultados de prueba que sean proporcionales ya sea directamente, o por
medio de una transformacién matematica bien definida, a la concentracion de
analito en muestras dentro de un intervalo dado. En esta seccion, la
"linealidad" se refiere a la linealidad de la relacién entre la concentracién y la
medida de valoracion. En algunos casos, para lograr la linealidad, puede ser
necesario transformar la concentracion y/o la medida. (Notar que los factores

de correccion usados en el analisis de regresién pueden cambiar cuando se

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
QLi JcatilicA
-2 DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

aplica la transformacion.) Las transformaciones posibles pueden incluir el
logaritmo o la raiz cuadrada. Si no se puede lograr la linealidad, se puede
utilizar un modelo no lineal. El objetivo es obtener un modelo que describa
con precision la relacion de concentracion en funcién de la respuesta, ya sea

lineal o no lineal.?”’

Llevar a cabo éste parametro dentro de una validacion es importante porque
nos proporciona la capacidad de generar resultados directamente
proporcionales a la concentracion del analito, dentro de un rango determinado
y se evalla mediante el tratamiento matematico de los resultados obtenidos
en el andlisis del principio activo a diferentes cantidades o concentraciones.
La seleccidon del rango y numero de puntos experimentales esta estrictamente
relacionada con la aplicacion del método.®

1.1.5. ASPECTOS QUE SE DEBEN TENER EN CUENTA EN LA
VALIDACION DE UNA TECNICA ANALITICA POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PERFORMANCE (HPLC)

a) Curva de calibracion
Es la representacion grafica bidimensional, que demuestra la variacion de
la sefial analitica con la concentracion del analito. Esta Gltima se obtienen al
graficar el valor obtenido de la sefial analitica (valor absoluto, altura, area,
etc.) versus las concentraciones de los estandares de referencia respectivos.®

b) Sensibilidad
Es la propiedad analitica que se define como la capacidad de un método
para discriminar entre concentraciones (cantidades) semejantes de analito. La
sensibilidad de un método analitico corresponde a la pendiente de la curva de
calibracién, algunas veces se expresa informando la razén entre el valor de la

sefial obtenida a una concentracion dada de estandar.®
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c) Intervalo
El intervalo de un procedimiento analitico es la amplitud entre las
concentraciones inferior y superior del analito en la cual se puede determinar
al analito con un nivel adecuado de precision, exactitud y linealidad utilizando
el procedimiento segun se describe por escrito, se expresa normalmente en las
mismas unidades que los resultados de la prueba (porcentaje, partes por

millon) obtenidos mediante el procedimiento analitico.’

d) Especificacion

Se entiende como una lista de requisitos detallados (criterios de aceptacion
para los procedimientos de ensayo establecidos) con los que sustancia o
producto farmacéutico tiene que cumplir para asegurar una calidad
adecuada.?® Los criterios de aceptacion tienen limites numéricos, rangos u
otros criterios para los ensayos descritos. La Digemid establece que el
conjunto de criterios con los cuales los ingredientes farmacéuticos activos
(IFAS), excipientes, producto terminado y material de empaque deben tener
conformidad para ser considerado aceptable para su uso previsto. Son
estandares de calidad que son propuestas justificadas por el fabricante y
aprobadas por la Autoridad Nacional de Productos Farmacéuticos,

Dispositivos Médicos y Productos Sanitarios.*?

e) Aptitud del sistema

También conocida como idoneidad del sistema, si las mediciones son
susceptibles a variaciones en las condiciones analiticas, éstas deben
controlarse adecuadamente o debe incluirse una advertencia en el
procedimiento. Una consecuencia de la evaluacion de la tolerancia y la
robustez deberia ser que se establezca una serie de parametros de aptitud del
sistema para asegurar que la validez del procedimiento analitico se mantiene
cada vez que se usa. Variaciones tipicas son la estabilidad de soluciones
analiticas, diferentes equipos y diferentes analistas. °

En la cromatografia de liquidos, las variaciones habituales son el pH de la

fase movil, la composicion de la fase movil, diferentes lotes o proveedores de
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columnas, la temperatura y la velocidad de flujo. En el caso de cromatografia
de gases, son variaciones tipicas los diferentes lotes o proveedores de
columnas, la temperatura y la velocidad de flujo. Las pruebas de aptitud del
sistema se basan en el concepto de que el equipo, el sistema electronico, las
operaciones analiticas y las muestras a analizar constituyen un sistema integral
que puede evaluarse como tal. Los parametros de prueba de la aptitud del
sistema que deben establecerse para un procedimiento especifico, dependen
del tipo de procedimiento que se estd evaluando y son especialmente
importantes en el caso de procedimientos cromatograficos.”

1.2. CALIFICACION DE INSTRUMENTOS ANALITICOS (AIQ, POR SUS
SIGLAS EN INGLES)

La AIQ es la coleccién de pruebas documentadas de que un instrumento se
desempefia adecuadamente para su uso previsto. El uso de un instrumento calificado en
los analisis contribuye a la confianza en la validez de los datos generados.'t 2

En la industria farmacéutica se usa una gran variedad de equipos, instrumentos de
laboratorio y sistemas analiticos computarizados; la calificacion es una premisa
necesaria para poder validar. Es la comprobacién formal, sistematica y documentada

de que el equipo es el mas adecuado para los fines previstos.

Para llevar a cabo la misma se procede a la calibracion del equipo y a la
comprobacion de métodos y sistemas para la verificacion del rendimiento del
instrumento elegido para una técnica analitica en particular.** En la figura 1.2 podemos
observar cuales son los componentes de la calidad de datos necesarios para una

validacion.

La calificacion de instrumentos no es un proceso Unico, sino el resultado de varias

actividades diferenciadas, se pueden agrupar en cuatro fases.!>?
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de Sistema

Validacion del Método
Analitico

Calificacién de Instrumentos
Analiticos.

Figura N° 1.2 Componentes de la calidad de los datos
Fuente: Farmacopea de los Estados Unidos de América. USP 40

a) Calificacion de instalacion (1Q)
Es la verificacion documentada de que todos los aspectos claves de la
instalacion estdn de acuerdos con las recomendaciones del fabricante y
corresponden a las especificaciones aprobadas en el disefio. Las cuales pueden

ser:26

- Nombre del equipo.

- Nombre del fabricante.

- Modelo o tipo.

- Numero de serie.

- Fechaen la que fue recibido.

- Condiciones en las que fue recibido (nuevo o usado).

- Aspectos verificados para su aceptacion de recepcion.

- Fechaen la que el equipo fue puesto en servicio por el laboratorio.
- Localizacion del equipo en el laboratorio.

- Instructivo de operacion y mantenimiento.
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b) Calificacion operacional (OQ)

Es la verificacion de que los equipos funcionan en la forma esperada y son
capaces de operar satisfactoriamente, sobre todo en el rango de los parametros
operacionales para los que han sido disefiados. Es realizado por un personal
técnico calificado.’®

c) Calificacién de performance (PQ)
Se realiza para demostrar la efectividad y reproducibilidad del proceso, bajo
condiciones normales de operacion, y bajo condiciones limites de operacion. Es
verificado por el usuario, trabajando con estandares certificados.*®

d) Calibracion de equipos
Los instrumentos de medida deben aportar datos fiables, la calibracion de los
instrumentos de control se establece frente a estandares oficiales o de caracter
privado de solvencia reconocida. Los datos de calibracion deben reflejar la
precision y exactitud del aparato de medida, incluyendo ademas los factores de

correccion adecuados.t?

e) Calificacion del equipo HPLC

Para la verificacion del equipo HPLC se debe evaluar cada mdédulo que
compone el aparato, los parametros a evaluar en un sistema HPLC se encuentran
detallados en la tabla. 1.1, sin embargo se debe tener en cuenta que también se
deben verificar los demas componentes del equipo HPLC como, el reservorio de
la fase movil, las tuberias y uniones deben funcionar de manera adecuada, cada
equipo HPLC, debe pasar por un proceso de verificacion para certificar el buen

estado de dichos componentes.!
El objetivo es verificar que el equipo cumple con las especificaciones del

fabricante, por lo que es adecuado su uso para realizar analisis de metodologias
en los laboratorios de control de calidad.®
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Tabla N° 1.1 Parametros a Evaluar en un Sistema HPLC.
Modulo Parametro Importante para

Bomba Reproducibilidad de flujo Reproducibilidad
Transferencia del método.

Inyector Reproducibilidad Precision de resultados
Residuo de muestra Exactitud de precision de
resultados
Horno Reproducibilidad de T° Forma de pico
Detector Ruido Sensibilidad
Energia de lampara Sensibilidad
Relacion sefial/ruido Sensibilidad

Precision de longitud de onda Sensibilidad, Transferencia de
Linealidad datos
Precision de resultados
Columna  Forma de pico, Asimetria de Proceso de datos, identificacion,
pico, TR, resolucion, platos reproducibilidad.
tedricos
Fuente: Morales de la Cruz (2004), Desarrollo y validacion prospectiva de una

técnica analitica por HPLC.?®

1.3. TERMINOS RELACIONADOS A LA VALIDACION DE TECNICAS
ANALITICAS.
Es importante mencionar que los laboratorios farmacéuticos deben contar con
sistemas que garanticen la calidad de los productos que fabrican, algunas de estas
medidas y términos relacionados a ellas se describen a continuacion.

a) Sistema de calidad
Se entiendo por sistema de calidad el conjunto de actividades del laboratorio
dirigidas a la produccion de un trabajo de precision y productos de alta calidad.
Un laboratorio de anélisis debe tener como uno de sus propdsitos principales la
produccion de datos analiticos de alta calidad por medio del uso de mediciones
analiticas que sean precisas, confiables y adecuadas para tal fin. Este proposito
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puede alcanzarse de una manera eficaz si se cuenta con un sistema planificado y
documentado de la calidad de las actividades, la gerencia del laboratorio debe
asegurar que sus politicas, sistemas, programas, procedimientos e instrucciones
se describan con la extension necesaria para que permita al laboratorio garantizar

la calidad de los resultados que genera.®

Para alcanzar este nivel de distincion (que el laboratorio necesita para poder
acreditarse y asi obtener contratos de analisis) el laboratorio necesitara operar bajo
un sistema de garantia de calidad que incluya una extensa documentacion de sus

actividades.*

b) Garantia de la calidad:

Es el conjunto de medidas que se adoptan para asegurar que los productos
farmacéuticos sean de la calidad requerida para el uso al que estan destinados. Por
lo tanto la garantia de calidad incorpora las BPM y otros conceptos, incluyendo
aquellos que van mas alla del alcance de estos lineamientos, tales como el disefio
y el desarrollo del producto. El sistema de garantia de la calidad apropiado para
la fabricacion de productos farmacéuticos debe asegurar.?*’

e Que los productos farmacéuticos estén disefiados y elaborados de tal forma
que se tengan en cuenta los requisitos de las BPM y otros codigos
relacionados, tales como la Buena Practica de laboratorio (BPL) y la buena

préctica clinica (BPC), incluyendo el disefio y el desarrollo del producto.

e Que las operaciones de produccién y control estén claramente especificadas

por escrito, y que se adapten a los requisitos de las BPM.

e Que las responsabilidades administrativas estén claramente especificadas en
las descripciones de trabajo.

e Que se tomen las medidas necesarias para la fabricacion, suministro y uso de
materias primas y materiales de empaque adecuados.
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e Que se efectien todos los controles necesarios de las materias primas,
productos intermedios, productos a granel y otros controles, calibraciones y
comprobaciones durante el proceso.

e Que el producto terminado sea procesado Yy controlado correctamente y de

acuerdo con los procedimientos definidos.

e Que los productos farmacéuticos no sean vendidos ni suministrados antes de
que las personas autorizadas hubieren certificado que cada lote de produccion
ha sido fabricado y controlado en concordancia con los requisitos establecidos
en la normativa sobre otorgamiento del registro sanitario u otra regulacion
relativa a la produccidn, control y liberacion de los productos farmacéuticos.

e Que se hubieren tomado medidas adecuadas para asegurar, en todo lo posible,
que los productos farmacéuticos sean almacenados, distribuidos y manejados
de tal forma que la calidad se mantenga durante todo el periodo de validez de

dichos productos.

e Que se establezca un procedimiento de autoinspeccion y/o de auditoria de
calidad, que permita evaluar regularmente la eficacia y aplicabilidad del

sistema de garantia de la calidad.

c) Calibracion
Conjunto de operaciones que establece, bajo condiciones especificas, la
relacion entre los valores indicados por un instrumento o sistema de medicién
(especialmente pesada), registro y control, o los valores representados por una
medicién del material, y los correspondientes valores conocidos de un patrén de
referencia. Es preciso establecer los limites de aceptacion de los resultados de las

mediciones.?

d) Matriz:
Entendida como todo aquello que acompafia al analito de interés.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM =  DESANTA MARIA

e) Control de calidad

Conjunto de procedimientos, técnicos y actividades operativas, destinados a
medir, confrontar y verificar que un producto cumpla con las caracteristicas y
especificaciones planificadas. El control de calidad es parte de las BPM y
comprende el muestreo, especificaciones y ensayos como también a los
procedimientos de organizacion, documentacion y autorizacion que aseguren que
los ensayos necesarios y pertinentes realmente se efectlien, y que no se permita
liberacion de materiales, ni se autorice la venta o suministro de los productos,
hasta que su calidad haya sido aprobada como satisfactoria, el control de calidad
no se limita a las operaciones de laboratorio, sino que debe estar presente en todas

las decisiones concernientes a la calidad del producto.?

f) Buenas practicas de manufactura (BPM)

Son en general, un conjunto de normas que cada laboratorio farmacéutico debe
poner en practica con el fin de asegurar la calidad de los productos que fabrique,
debiendo para ello tomar todas las medidas oportunas para garantizar que los
medicamentos posean la calidad necesaria segtn el uso al que se destine.?

Este conjunto de medidas es muy amplio, abarcando las normas que deben
afectar al personal, locales, maquinarias, instalaciones, materias primas, producto
terminado, fabricacién, control de calidad, documentacion y expedicion de las
especialidades, la normativa establece que todas las operaciones, proceso,
métodos o técnicas, deben estar reguladas o escritas y deben ser cumplidas y

supervisadas.®

Las buenas practicas de manufactura constituyen el factor que asegura que los
productos se fabriquen en forma uniforme y controlada, de acuerdo con las
normas de calidad adecuadas al uso que se pretende dar a los productos, y

conforme los requerimientos del registro sanitario.?

g) Buenas préacticas de documentacion.
La documentacion puede considerarse como la base de todos los sistemas de

calidad debido a que para todas las operaciones y procedimientos es esencial
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contar con registros claros, completos y exactos. Todos los datos deben
registrarse de forma permanente, directa y legible al momento de realizar la
actividad, los documentos deben incluir, pero no limitarse a la siguiente
informacion: registros de laboratorio, documentos relacionados con el equipo,
desviaciones e investigaciones, registros de partida, certificado de analisis,
protocolos e informes, procedimientos analiticos, documentacién sobre

capacitacion y retencion de documentos %’

1.4. PROCEDIMIENTO ANALITICO

Es la forma de realizar el analisis, donde se describe los pasos detallados necesarios
para realizar cada prueba. Dicho procedimiento debe estar completo, conteniendo los
pardmetros a evaluar, limites y valores obtenidos en cada caso, debe estar actualizado
de forma tal que pueda ser reproducible. Los procedimientos analiticos se clasifican de

la siguiente manera. °

a) Categoria |
Procedimientos analiticos para la cuantificacion de los componentes principales
de farmacos, a granel o ingredientes activos (incluyendo conservantes) en productos

farmacéuticos terminados.

b) Categoria Il

Procedimientos analiticos para la determinacion de impurezas en farmacos a
granel o productos de degradacion en productos farmacéuticos terminados. Estos
procedimientos incluyen andlisis cuantitativos y pruebas de limite.

c) Categoria lll
Procedimientos analiticos para la determinacion de las caracteristicas de
desempefio (disolucion, liberacion de fa&rmacos).

d) Categoria IV

Pruebas de Identificacion, el Gnico parametro exigido en ésta categoria es que el
método sea especifico al analito que se desee identificar.
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Para cada categoria, se requiere diferente informacion analitica. En la tabla 1.2,
se indican los datos que normalmente se requieren para cada una de estas

categorias.*®

Tabla N° 1.2 Parametros Requeridos para la Validacion

CATEGORIA Il
Caracteristicas . . .
de desempeﬁo CATE?OR|A Pru/eba de Pru/eba de CATEﬁORIA CATEE/OFUA
analitico limite | limite
cuantitatival cualitativa
Exactitud S| SI & i NO
Precision Sl Sl NO SI NO
Especificidad SI Sl SI * SI
Limite de .
deteccion b e Sl b
Limite de *
cuantificacion e S| MO e
Linealidad Sl Sl NO & NO
Intervalo Sl Sl & & NO

* No aplica
Fuente: Farmacopea de los Estados Unidos de América; USP 40 — 2017

1.5. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PERFORMANCE (HPLC)

El término cromatografia deriva de las palabras griegas “Chroma” (color) y
“Graphein” (escribir), aludiendo a que los pigmentos vegetales separados originalmente
aparecieron como bandas coloreadas. No obstante se descubrié que también podian
separarse sustancias incoloras por el mismo procedimiento. Sin duda la cromatografia
es uno de los métodos de separacion mas poderosos que se hayan descubierto. La
I.U.P.A.C la define como: un método utilizado inicialmente para la separacion de los
componentes de una muestra en la cual los componentes se distribuyen en dos fases,

una de las cuales es estacionaria, mientras que la otra se mueve.® 1

Las técnicas de separacion cromatografica son métodos de separacion de multiples
tipos de sustancias las cuales se logran por procesos de particién, adsorcion o
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intercambio i6nico, segln el tipo de fase estacionaria empleada, estas estan contenidas
en columnas cromatograficas que pueden tener distintas caracteristicas como longitud,
diametro y material del relleno. ®%°, Entre los componentes del sistema cromatografico

se pueden mencionar.

1.5.1. Fase estacionaria
Las fases estacionarias mas cominmente usadas son la silice modificada o
las microperlas de polimero. Las microperlas se modifican agregando

hidrocarburos de cadena larga.

El tipo de relleno especifico necesario para completar un analisis se indica
mediante la designacion “L” en la monografia individual de la sustancia a
analizar. A menudo, el tamafio de las microperlas también se describe en la

monografia.®

1.5.2. Columna cromatogréfica
La columna es el elemento fundamental de un cromatografo de liquido,
puesto que es en ella donde tiene lugar la separacion; por lo tanto, resulta
fundamental una correcta eleccion de la columna adecuada para cada
separacion, ya que con una columna inadecuada o de mala calidad, no se
obtendran resultados aunque se disponga del mejor instrumental .*®

El término columna incluye columnas de acero inoxidable con
recubrimiento interno y poliméricas, rellenas con una fase estacionaria. La
longitud y el didmetro interno de la columna afectan la separacion y, por lo
tanto, las dimensiones tipicas de la columna se incluyen en la monografia

individual de cada sustancia.’*®

1.5.3. Fase movil
La fase movil es un disolvente o mezcla de disolventes, segun se defina en
la monografia individual de cada sustancia, los componentes de la fase movil
se filtran generalmente para eliminar particulas mayores de 0,45 pum. Las fases

moviles de componentes multiples se preparan midiendo y mezclando los
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volimenes requeridos de los componentes individuales, los disolventes se
desgasifican normalmente antes de bombear burbujeando con helio, sonicacion
o utilizando mddulos de membrana al vacio para evitar la creacion de burbujas

de gas en la celda del detector.*®

1.5.4. Aparato
Un cromatdgrafo de liquidos o equipo HPLC consta de una serie de partes
instrumentales necesarias para su funcionamiento, segtn se observa en la figura
1.3. que son necesarias para obtener los resultados de un analisis de
identificacion, deteccion y cuantificacion segun se requiera.

inyector

Columna

oo

Computadora Integrador
Personal

Figura N° 1.3 Esquema de un cromatografo de liquidos
Fuente: Introduccion a la HPLC, Quattrocchi - 1992%°

Si bien es cierto que para realizar una cromatografia liquida tan solo es
necesario disponer de las dos fases implicadas en el proceso y de la columna,
la moderna cromatografia de liquidos de alta eficacia, debido al pequefio
didmetro de las particulas de fase estacionaria que se utilizan, requiere de la
utilizacion de unos dispositivos que constituyen el cromatografo. Los
componentes basicos de un cromatografo de liquidos son:
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a) Dispositivo de suministro de eluyentes (bomba)

Los sistemas de bombeo son necesarios para suministrar la fase mévil a
un caudal controlado. Las fluctuaciones de presion han de minimizarse
pasando el disolvente presurizado a través de un dispositivo de
amortiguacion de pulso. La tuberia y conexion deben ser capaces de
soportar las presiones desarrolladas por el sistema de bombeo y pueden
estar equipadas con una instalacion para expulsar el sistema de burbujas de
aire atrapadas, los sistemas de bombeo controlados por microprocesador
son capaces de entregar con precisién una fase maovil de una elucion
constante (elucion isocratica) o variante (gradiente de elucidn), de acuerdo

con un programa definido.®®

b) Dispositivo de inyeccion

La solucion de muestra se introduce en la fase movil u otra solucién
apropiada fluida, en o cerca de la cabeza de la columna usando un sistema
de inyeccion manual o mediante inyectores automaticos que constan de un
carrusel o una gradilla para sostener los viales de muestra cuya parte
superior se encuentra tapada con un septo o un perforable y un dispositivo
de inyeccion para transferir las muestras desde los viales a un espiral
conectado al cromatografo, los inyectores automaticos pueden programarse
para controlar el volumen de muestra, el nimero de inyecciones, y los
ciclos de enjuague del espiral, el intervalo entre las inyecciones y otras

variables operativas. * 1°

c) Conducciones y conexiones

En particular, todas las conducciones y conexiones entre inyector y
columna, y entre columna y detector son de maxima importancia, debido a
que la presencia de volimenes muertos es uno de los grandes problemas de
los equipos de cromatografia de liquidos, ya que estos dan origen a pérdidas
en la eficacia del sistema 'y, por lo tanto, en la capacidad de separacion, por
lo que el tubo de conduccion puede considerarse como un volumen muerto
del sistema vy, es de vital importancia la utilizacion de tubos capilares en
los que el diametro interno sea pequefio y de pequefas longitudes. Las
conexiones tienen la misma importancia que el tubo, porque en ellas es
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también necesario eliminar la presencia de volimenes muertos. > *°

d) Detector y registrador
Un detector para cromatografia es un dispositivo que permite medir, a
la salida de la columna, una propiedad fisica del eluyente, que debera

depender de la composicion de éste. ®°

Los detectores méas utilizados son los espectrofotdmetros
ultravioleta/visible (UV/Vis), incluidos los detectores de diodos. Se pueden
utilizar espectrofotometros de fluorescencia, refractdmetros diferenciales
(R1), detectores electroquimicos (ECD), detectores de dispersion de luz,
detectores de aerosoles cargados (CAD), espectrometros de masas (MS),

detectores de radiactividad u otros detectores especiales. °

e) Sistemas de toma y procesamiento de datos

Las estaciones de datos modernas reciben y almacenan la sefial de los
detectores e imprimen el cromatograma completo con las alturas y las areas
de los picos, la identificacion de la muestra y las variables del método, el
resultado del ensayo cromatografico es la obtencion de fracciones
separadas de un gréfico o cromatograma de cuya interpretacion pueden
extraerse conclusiones cualitativas y cuantitativas de un gréafico o
cromatograma. El registro y la eventual manipulacion se obtienen a partir
de la sefial proveniente del detector por medio de un sistema de toma y

procesamiento de datos, entre lo que podemos citar. °
o Registrador gréfico: Convierte la sefial en un grafico del tipo X-Y.
e Integrador: Permite no solo obtener un registro gréafico
(cromatograma) sino también su tratamiento para el calculo de
concentraciones.
e Computadora: Basicamente el integrador es una computadora de uso

muy especifico. Como las computadoras necesitan sefiales
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digitalizadas, se necesita una interfase analdgica digital que convierta

la sefial analdgica entregada por el detector.16t

UV Detector

Column Oven

Autosampler

Pump

Figura N° 1.4 Partes de un cromatografo de liquidos
Fuente: Catalogo de Hitachi-Hightech.®

1.6. PARAMETROS CROMATOGRAFICOS PARA TECNICAS PROPIAS.

Un método preliminar debe optimizarse para mejorar al maximo la separacion
cromatografica. La calidad de un cromatograma puede ser juzgada de manera visual,
sin embargo, la evaluacion cuantitativa de la calidad de separacion es indudablemente

menos subjetiva y permite aplicar evaluaciones globales y disefios de optimizacion.*
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a) Coeficiente de variacion (CV)
El coeficiente de variacion es la desviacion estandar dividida por la media.
También es conocida como desviacion estandar relativa (RSD). El coeficiente de

variacion se expresa en porcentaje.*

b) Numero de platos tedricos (N)
Es una medida de la eficacia del sistema cromatografico, que expresa el nimero
de picos que pueden aparecer en el cromatograma por unidad de tiempo, mide la
capacidad del sistema de proporcionar bandas de elucion estrechas.®

c) Factor de asimetria o Cola (T)
Es una medida de la asimetria de la sefial generada por el analito, las sefiales
simétricas son preferibles porque minimizan las imprecisiones en la deteccion del
inicio y el final del pico por parte de los sistemas de integracion. Por lo tanto,

permiten una mejor y mas precisa cuantificacion del area bajo la curva.®

1.7. CLORHIDRATO DE CLORHEXIDINA

El Clorhidrato de Clorhexidina contiene no menos de 98,0 % y no mas de 102,0%
de Clorhidrato de Clorhexidina, calculado con respecto a la sustancia seca. (USP 40 —
2017), La estructura quimica se puede observar en la figura 1.5.

Cl

NH NH
NH NH NH Jj\ JL 2HCI
\ﬂ/ \ﬂ/ NH NH NH
NH NH

Figura N° 1.5 Estructura quimica de Clorhidrato de Clorhexidina

Cl

Formula quimica  : C22H30Cl2N1o-2HCI
Peso molecular : 578.37 g/mol
Sinénimos : 2,411 - 3 - Tetraazatetradecanodiimidamida, N, N "-

bis (4 -clorofenil) -3, 12-diimino-, dihidro cloruro.'
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Accion y uso : Antiséptico.?°

a) Propiedades fisicoquimicas
Apariencia : Polvo cristalino blanco o casi blanco.®
Solubilidad . Ligeramente soluble en agua y en propilenglicol, muy
soluble en etanol (96 %).®
Pérdida por secado : No mas de 1.0 % (a 105 °C)*°

b) Accion farmacoldgica:
Se usa en el tratamiento de infecciones de la mucosa orofaringea de Ulceras
aftosas y de infecciones periodontales.?! Es un antiséptico y desinfectante
biguanidico efectivo contra un amplio rango de bacterias Gram positivas y

negativas.®’

c) Mecanismo de accion
Actua alterando la permeabilidad de la membrana citoplasmaética y precipita

las proteinas y &cidos nucleicos.?

1.8. BENZOCAINA

La Benzocaina, contiene no menos de 98,0 % y no mas de 102,0 % de benzocaina.

(USP 40 - 2017). La estructura quimica se puede observar en la figura 1.6.

O

0~ CH,
HoN
Figura N° 1.6 Estructura quimica de Benzocaina

Férmula quimica  : CgoH11NO, 8
Peso molecular : 165.19 g/mol &
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Sinénimos - Acido benzoico, éster 4 - amino - etilico; P-
aminobenzoato de etilo.!®

Accion y uso : Anestésico local.*®

a) Propiedades fisicoquimicas

Apariencia . Polvo cristalino blanco o casi blanco, o cristales
incoloros.®
Solubilidad : Muy poco soluble en agua, soluble en etanol (96

%). Muestra polimorfismo. 18
Pérdida por secado : No mas de 1.0 % (secado sobre pentdxido de

fosforo) 1°

b) Accién farmacolégica
Es un anestésico local tipo éster, que actia bloqueando los receptores
sensoriales de las membranas mucosas a nivel local, utilizado a menudo en
combinacion con otras sustancias como analgésicos, antisépticos,
antibacterianos, anti fungicos y antipruriticos, se emplea para el tratamiento
de dolor de extracciones dentales, denticién, afecciones gingivales, de la

mucosa oral, de garganta y de oido, hemorroides y prurito anal y vaginal.3*

c) Mecanismo de accion
Se basa en evitar la generacion y conduccién del impulso nervioso.
Bloquea la conduccidon disminuyendo o evitando que se produzca el
incremento trasiente de la permeabilidad del Na® en las membranas
excitables, lo que se produce por una despolarizacién ligera. La accion se debe
a la interaccion directa con los canales de Na*.% %

1.9. ENOXOLONA
La Enoxolona contiene no menos de 98,0 % y no més de 101,0% de enoxolona con

respecto a la sustancia seca. (BP —2017). La estructura quimica se observar en la figura
1.7.
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Figura N° 1.7 Estructura quimica de Enoxolona

Formula quimica : CaoHas04*®

Peso molecular  : 470.69g/mol 8
Sinénimos : Acido(20pB)-3p-Hidroxi-11-oxo-olean-12-en-29-0ico.
Accion y uso : Tratamiento de la tlcera péptica benigna. 2°

a) Propiedades fisicoquimicas
Apariencia . Polvo cristalino blanco o casi blanco.8
Solubilidad . Préacticamente insoluble en agua, soluble en etanol,
escasamente soluble en cloruro de metileno. 8
Pérdida por :  No mas de 0.5 % determinado en 1 g de muestra a 105

secado g

b) Accién farmacolégica
Se utiliza en forma local en preparados para el tratamiento de trastornos
inflamatorios no infecciosos de la piel, boca, garganta, y recto. Ademas se ha

visto que puede potenciar la accion de la hidrocortisona.??

c) Mecanismo de accion
El acido glicirretinico inhibe las enzimas que metabolizan el
prostaglandinas PGE-2 y PGF-2a a sus respectivos 15-ceto-13 ,14-dihidro
metabolitos que son inactivos. Esto provoca un aumento del nivel de

prostaglandinas en el sistema digestivo.?
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1.10. ASOCIACION DE CLORHEXIDINA CL + BENZOCAINA +
ENOXOLONA COMPRIMIDOS ORALES

Este medicamento pertenece a un grupo farmacoterapéutico, el cual estd dado por
un cédigo ATC que es el cddigo de clasificacion anatomica — terapéutica — quimica
asignado por el Collaborating Center for Drug Statistics Methodology de la OMS.

Preparados para la garganta. Codigo: ATC: RO2AA 2443

R : Sistema Respiratorio

R02 : Preparaciones para la garganta.

R0O2A  : Preparaciones para la garganta, (infecciones menores)
R0O2AA : Antisépticos

a) Indicaciones Terapéuticas
Tratamiento sintomético local de los procesos infecciosos e inflamatorios
leves de boca y garganta que cursan con dolor y sin fiebre.*? La asociacion
de los tres principios activos se usa en el tratamiento farmacoldgico de
gingivitis y faringitis aguda®®

b) Accion Farmacoldgica
Los principios activos de este medicamento actian complementando la
accion antiséptica de la Clorhexidina Cl, con la accion antiinflamatoria de la
Enoxolona en la mucosa bucofaringea, y la accion anestésica local de la
Benzocaina, suprimiendo de esto modo las molestias tipicas producidas por

la irritacion local de la garganta.*?
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CAPITULO 1

MATERIALES Y METODOS

2.1. DESCRIPCION DEL METODO ANALITICO

Se procede tal cual se indica en la técnica analitica por cromatografia liquida de alta

performance (HPLC) desarrollada para la determinacion cuantitativa del producto

Clorhexidina Clorhidrato 5 mg + Benzocaina 4 mg + Enoxolona 3 mg Comprimidos

orales, el proceso de validacion se llevo a cabo en el area de control de calidad de

Laboratorios Naturales y Genéricos S.A.C.

2.2. EQUIPOS, MATERIALES Y REACTIVOS

a) Equipos
Marca
- Balanza analitica Metter Toledo
- Balanza analitica Metter Toledo

- Balanza analitica Metter Toledo

- HPLC Lacrom Elite
- HPLC Lacrom Elite
- Ultrasonido Branson
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b) Materiales

- Fiolas de 100 mL

- Fiolas de 50 mL

- Fiolas de 1000 mL

- Pipetas volumétricas de 5 mL

- Pipetas graduadas de 5 mL

- Probetas de 50 mL

- Probetas de 250 mL

- Probetas de 1000 mL

- Mortero

- Columna: Luna Phenyl Hexyl 250mm X 4.0mm (5um)

- Filtro de membrana de fluoruro de polivinilideno de tamafio de poro 0.45 um

c) Reactivos

- Octanosulfonato de Sodio Para Cromatografia
- Acetonitrilo grado HPLC

- Acido acético glacial 100 % Para Analisis

- Metanol grado HPLC

- Agua ultrapura grado HPLC

- Hidroxido de Sodio 0.1 N

- Acido Clorhidrico 0.1 N

- Peroxido de Hidrégeno

d) Estandares de referencia secundarios

Se utilizaron Clorhexidina Cl, Benzocaina y Enoxolona (materias primas),
como estandares secundarios, los cuales fueron trazados con el estandar
primario de cada uno de ellos, segin la OMS, es porque la sustancia de
referencia primaria, podria no estar disponible en cantidades suficientes para
satisfacer las necesidades locales.®®
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e Nombre del estandar :

Lote
Fecha de expiracion
Potencia

Almacenamiento

e Nombre del estandar :

Lote

Fecha de expiracion
Potencia
Almacenamiento

e Nombre del estandar :

Lote

Fecha de expiracion
Potencia
Almacenamiento

2.3. MUESTRA

Clorhidrato de Clorhexidina
SAAMART/QC/CHH/2015/010
2018-08-31

98.43 %

Conservar en envases impermeables

protegidos de la luz

Benzocaina

C5831508007

2017-07-28

100.01 %

Conservar en envases impermeables

protegidos de la luz

Enoxolona

14051003

2018-05-11

100.76 %

Conservar en envases impermeables

protegidos de la luz

Especificaciones del producto
a) Aspecto : Comprimido circular plano, de color blanco
b) Peso promedio  :1.200 g/comprimido

c) Variacion de Peso :1.140 g/comprimido. — 1.260 g/comprimido.

d) Lote : P-111 107066

e) Especificacion del contenido

- Clorhexidina ClI : 4.50 mg/comp. — 5.50 mg/comp. (90.00 % — 110.00 %).
- Benzocaina : 3.60 mg/comp. — 4.40 mg/comp. (90.00 % — 110.00 %)

- Enoxolona : 2.70 mg/comp. — 3.30 mg/comp. (90.00 % — 110.00 %)
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2.4.  PROCEDIMIENTO ANALITICO

2.4.1. Método

Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC)

2.4.2. Sistema Cromatografico

- Equipo

- Sistema

- Detector

- Longitud de onda

- Columna

- Volumen de Inyeccion
- Velocidad de Flujo

- Temperatura

- Tiempo de retencion

- Tiempo de corrida
- Coeficiente de

variacion

Cromatografo liquido de alta performance (HPLC)
Isocrético

uv

254 nm

Luna Phenyl Hexyl 250 mm x 4.6 mm (5 pm)
15.0 pL

1.5 mL/minuto

40.0°C

Clorhexidina HCI: 3.83 minutos aproximadamente
Benzocaina : 2.52 minutos aproximadamente
Enoxolona : 9.85 minutos aproximadamente
15 minutos aproximadamente.

No mas de 2.0 % para los picos principales.

Se debe acondicionar la columna por 30 minutos como minimo.

2.4.3. Preparacion de la fase movil

Disolver 2.0 g de Octanosulfonato de Sodio en 252 mL de agua. Solucion

(A), a continuacion preparar una mezcla filtrada y desgasificada de la Solucion
A, Acetonitrilo, Metanol y Acido acético glacial (252:528:190:30).

2.4.4. Preparacion de la solucién estandar

Se debe preparar la solucion de tal forma que la concentracion

aproximada sea: Clorhexidina HCI = 25 ug/mL, Benzocaina = 20 ug/mL y

Enoxolona = 15 ug/mL)
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Muestra: Pesar aproximadamente 50 mg de Clorhexidina Clorhidrato, 40

mg de Benzocaina y 30 mg de Enoxolona estandares de referencia.

Transferir la muestra a una fiola de 100 mL, agregar 70 mL de metanol y
someter a ultrasonido por 5 minutos en un bafio de agua a 50°C, enfriar a
temperatura ambiente, llevar a volumen con metanol y homogenizar.

Tomar una alicuota de 5 mL de la solucidn anterior y transferir a una fiola
de 100 mL, llevar a volumen con metanol y homogenizar, a continuacion,
filtrar a través de un filtro de membrana de cloruro de polivinilideno (PVDF)

con tamafio de poro de 0.45 um, colocar el liquido filtrado en viales de HPLC.

2.4.5. Preparacion de la solucion muestra

Se debe preparar la solucion de tal forma que la concentracion
aproximada sea: Clorhexidina HCI = 25 ug/mL, Benzocaina = 20 ug/mL y
Enoxolona = 15 ug/mL)

Muestra: Pesar por separado 20 comprimidos y determinar el peso
promedio, triturar hasta obtener un polvo fino a partir del cual pesar
aproximadamente 600 mg.

Transferir a una fiola de 100 mL y agregar 70mL de metanol, someter a
ultrasonido por 15 minutos en un bafio de agua a 50°C y enfriar a temperatura
ambiente, llevar a volumen con metanol y homogenizar, a continuacion, filtrar
a través de un filtro de membrana de cloruro de polivinilideno (PVDF) con
tamarfio de poro de 0.45 um, colocar el liquido filtrado en viales de HPLC.

2.5. CALCULOS PARA DETERMINAR LA CONCENTRACION DE LOS
ANALITOS DE INTERES

Se debe ingresar las variables de calculo al método para obtener resultados
directamente por generacion del programa. Se realizaran 5 inyecciones del estandar y
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2 inyecciones de la muestra de las cuales se determinara el promedio para expresar los

resultados.

Formula general para la determinacion cuantitativa.

mg/comp. Clorhexidina HCI, Benzocaina y Enoxolona

Am Pst 5 Pot St 100
Dy = X — X PP
Ast 100 100 100 Pmp

Donde:
- Amp : Area del pico del principio activo de interés obtenido a partir
de la solucién muestra.
- Ast : Avrea del pico del principio activo de interés obtenido a partir
de la solucion estandar
- Pst . Peso del estandar de referencia del principio activo de interés

expresado en miligramos.

- Pot St : Potencia del estandar de referencia del principio activo de
interés expresado en porcentaje.

- Pmp : Peso de la muestra expresada en miligramos.

- PP : Peso promedio de las tabletas expresado en miligramos.

2.6. DESARROLLO DE LOS PARAMETROS DE VALIDACION

El resultado de una prueba es “El valor de una caracteristica que se obtiene al llevar
a cabo un método de prueba especifico. EI método de prueba deberia especificar que
debe realizarse una o varias mediciones individuales, y que su promedio, u otra funcion
apropiada (tal como la mediana o la desviacion estandar), debe informarse como el
resultado de la prueba. Asimismo, puede requerir que se apliquen correcciones
estandar tales como correccion de volimenes de gas a temperatura y presion estandar.

Por consiguiente, un resultado de una prueba puede ser un resultado calculado a partir
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de diversos valores observados. En el caso mas simple, el resultado de una prueba
puede ser en si el valor observado.” (ISO 5725-1y 3534-1),

2.6.1. APTITUD DEL SISTEMA: USP 40 “Validacion de Procedimientos”

Se prepara la solucion estandar segun se indica en el punto 2.4.4. a partir de la
cual se realizaron 5 inyecciones para un criterio de Coeficiente de Variacion
menor o igual al 2%.

Para determinar la aptitud del sistema se debe tener en cuenta la eficiencia
de la columna (N), el factor de asimetria de los picos y el control del coeficiente
de variacion (CV); para realizar el calculo de estos parametros se muestran las

formulas a continuacion:

- Numero de platos tedricos (N): Es un medida de eficiencia de la columna y

se calcula por:

N =16 (t_R)Z (Ec2.1)

Donde tr es el tiempo de retencion de la sustancia y W es el ancho del pico
en su base que se obtiene extrapolando los lados relativamente rectos del
pico hasta la linea base.

- Factor de Asimetria o cola (T)
_ Woos
2f

AS (Ec 2.2)

Donde Wo 05 es el ancho del pico al 5% de la altura y f es la distancia del
maximo de pico hasta el borde inicial del pico, midiendo la distancia en un
punto ubicado al 5% de la altura base.

Coeficiente de variacion (C.V.)

CV = > *100 (Ec2.3)
X
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Donde St es la desviacion estandar de los factores de respuesta se calcula
con la ecuacién (Ec. 2.6) y x (Ec. 2.5) es el valor medio de los mismos, los
factores de respuesta obtenidos de todos los puntos analizados se calculan

con la ecuacion (Ec. 2.4).

- Formula para hallar el factor de respuesta.

y
f=2
X (Ec 2.4)

Donde y es el area y x es la concentracion en mg/mL de cada analito.

- Media aritmética: es el estimador de la media poblacional.

n

B in (Ec 2.5)
w— L

n
Donde n es el nimero de medidas y xi es la sumatoria de los valores medidos

en el ensayo

- Ladesviacion estandar se halla con:

(Ec 2.6)

Donde n es el numero de medidas, x es el valor medido en el ensayo y X es

el valor estimado de la media aritmética.

2.6.2. SELECTIVIDAD: ICH Validation of Analytical Procedures”

Se desarrolla para evaluar la capacidad del método de producir una sefial
medible debida solo a la presencia de los analitos presentes en la matriz, otras
sefiales podrian deberse a productos de degradacion, de sintesis 0 a excipientes

del producto terminado.
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Se sometid el estandar y muestra a un proceso de degradacion artificial por
medio de estrés fisicoquimico, los procedimientos para lograr dicha

degradacion fueron:

- Hidrdlisis:
Transferir la muestra a una fiola de 100 mL, afiadir 20 mL de agua
ultrapura y colocar a ebullicion con reflujo durante una hora; dejar enfriar
y seguir el procedimiento como en la preparacién de la solucién estandar
tal cual se indica en el punto 2.4.4. para selectividad de sistema y
preparacion de la solucién muestra segun el punto 2.4.5. para la
selectividad de método.

- Hidrdlisis alcalina:
Transferir la muestra a una fiola de 100 mL, afiadir 20 mL de Hidroxido
de Sodio 0.1 N. Colocar a ebullicion con reflujo durante una hora; dejar
enfriar y afiadir 20 mL de &cido clorhidrico 0.1 N; luego seguir el
procedimiento como en la preparacion de la solucion estandar tal cual se
indica en el punto 2.4.4. para selectividad de sistema y preparacion de la
solucion muestra segun el punto 2.4.5. para la selectividad de método.

- Hidrdlisis &cida:
Transferir la muestra a una fiola de 100 mL, afiadir 20 mL de Acido
Clorhidrico 0.1N. Colocar a ebullicion con reflujo durante una hora; dejar
enfriar y afiadir 20 mL de hidroxido de Sodio 0.1 N; luego seguir el
procedimiento como en la preparacion de la solucién estandar tal cual se
indica en el punto 2.4.4. para selectividad de sistema y preparacion de la
solucién muestra segln el punto 2.4.5. para la selectividad de método.

- Fotolisis:
Someter la muestra a la accién de la luz Ultravioleta (254 nm) durante 1
hora, luego seguir el procedimiento como en la preparacion de la solucién
estandar tal cual se indica en el punto 2.4.4. para selectividad de sistema
y preparacion de la solucion muestra segun el punto 2.4.5. para la
selectividad de método.
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- Termolisis:
Someter la muestra a una temperatura de 105°C durante 1 hora, luego
seguir el procedimiento como en la preparacion de la solucion estandar tal
cual se indica en el punto 2.4.4. para selectividad de sistema y preparacion
de la solucion muestra segun el punto 2.4.5. para la selectividad de método.

- Oxidacion:
Transferir la muestra a una fiola de 100 mL, afadir 20 mL de agua
ultrapura y 20 gotas de peroxido de hidrogeno. Colocar en bafio maria (60
°C) durante 1 hora. Dejar enfriar y seguir el procedimiento como en la
preparacion de la solucién estandar tal cual se indica en el punto 2.4.4.
para selectividad de sistema; y preparacion de la solucién muestra segun

el punto 2.4.5. para la selectividad de método.

Para la selectividad de sistema se inyectd ademas un blanco compuesto por
fase mavil y para la selectividad de método se inyectd un blanco compuesto por
placebo, el cual fue sometido a los mismos procesos de degradacion artificial
que la muestra.

Para determinar la selectividad del método, se debe observar la posible
coelucién de compuestos de degradacion, o, si se generan factores de
respuesta ajenos a los analitos presentes en las muestras sometidas a estrés. Se
espera ausencia de interferencia y/o interferencia menor al 2 % por parte de
componentes de degradacién en la matriz.

2.6.3. LINEALIDAD: ICH “Validation of Analytical Procedures”
Con este ensayo se demuestra la habilidad del procedimiento analitico de

obtener resultados que sean directamente proporcionales a la concentracion
de analito en la muestra.
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2.6.3.1. Linealidad de sistema
Se determin6 empleando estandares en las concentraciones de 50%,
75 %, 100 %, 125 % y 150 %, siendo el 100% una concentracion que
corresponde a la concentracion final de la muestra en el producto
terminado, las cantidades a pesar segun el porcentaje de preparacion
estan detalladas en la tabla 2.1 donde ademas se puede observar la

concentracion en ug/mL de cada concentracion.

Tabla 2.1 Pesos de estandares segun la concentracion para 5

puntos de analisis

Concentracién Clorhexidina HCI  Benzocaina Enoxolona

Cc%

Peso Cc Peso Cc Peso Cc

mg ug/mL mg ug/mL mg ug/mL
50 % 25.0 12.5 20.0 10.0 150 7.5
75 % 375 18.75 300 150 225 11.25
100 % 50.0 25.0 400 200 300 15.0
125 % 62.5 31.25 500 25.0 375 1875
150 % 75.0 37.5 60.0 30.0 450 225

Después de pesar las cantidades indicadas de estandar, se
procedid segun la preparacion de la solucion estandar descrita en el punto
2.4.4. Se prepararon 3 muestras por cada concentracion las cuales a su
vez seran evaluadas por triplicado para determinar la curva de
calibracién, que relaciona respuesta del area con la concentracion del

analito.

2.6.3.2. Linealidad de método
Se determind al preparar 3 muestras placebo con 75 %, 100 % y 125

% de la concentracién final, siendo el 100% una concentracién que
corresponde a la concentracion final de la muestra en el producto
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terminado. La tabla 2.2 muestra la cantidad de principio activo necesario

para la preparacion de las soluciones correspondientes.

Tabla 2.2 Pesos de estandar segun la concentracion para 3

puntos de analisis

Concentracion Clorhexidina Benzocaina Enoxolona
HCI
o

Ce % Peso Cc Peso Cc Peso Cc
mg ug/mL mg ug/mL mg ug/mL

75 % 18.75 18.75 15.00 15 11.25 11.25

100 % 25.00 25.0 20.00 20 15.00 15.0

125 % 31.25 31.25 25.00 25 18.75 18.75

A continuacion transferir los 3 estandares de referencia pesados (por
cada concentracion) auna fiola de 50 mL 'y diluir con metanol, someter
a ultrasonido por 5 minutos en un bafio de agua a 50 °C y enfriar a
temperatura ambiente, llevar a volumen con metanol y homogenizar

(solucién A).

Transferir una alicuota de 5 mL de la (solucion A) a una fiola de 100
mL conteniendo placebo, diluir con 70 mL de metanol, someter a
ultrasonido por 15 minutos en un bafio de agua a 50°C y enfriar a
temperatura ambiente, llevar a volumen con metanol y homogenizar.
Llevar a agitacion con ayuda de magnetos por 15 minutos y filtrar a
través de un filtro de membrana de cloruro de polivinilideno con tamafio
de poro de 0.45um y colocar el liquido filtrado en viales de HPLC.

Para la interpretacion estadistica de la regresion lineal, Se debe

realizar un proceso estadistico para determinar los siguientes parametros:

a) Calculo del coeficiente de correlacion (r).
Se debe determinar la curva de regresion lineal sobre los puntos
individuales para obtener la gréafica de la curva de calibracién a partir de las

siguientes ecuaciones.
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a=

2.y-b.x (Ec 2.7)
n

DRIN] XZ y
b z (Ec 2.8)
(z X)?
> x?
Y=bx+a (Ec 2.9)

Donde a es el intercepto (Prueba que la recta pasa por el origen y que
cualquier desviacion se debe a un error aleatorio), b es el valor de la pendiente
(indica sensibilidad del método), x es la concentracion de analito (Variable
independiente), Y es la respuesta (Variable dependiente) y n es el nimero de

muestras

Para comprobar la existencia de una curva perfectamente lineal, se debe
calcular el valor de “r”, el cual refleja el grado de relacion entre las
concentraciones (X) y su respuesta (y) y cuya ecuacion para calcular se valor

se presenta a continuacion:

> (x=x)(y-Y) ny_zany (Ec 2.10)
-y J[ZXZ—(ZX)ZJ(ZW—(ZWZ]

El valor r = 1 indica una recta perfectamente lineal, r = -1 indica una recta
perfectamente lineal negativa y r = 0 indica que no hay correlacion entre x e y.
Sus valores deben ser mayores a 0.999 y se debe realizar un test estadistico en el
cual se calcula un valor de t; con n-2 grados de libertad y se compara con el valor

t tabulado para el nivel de confianza requerido.
En este caso la hipotesis nula (Ho) es la no correlacion entre x e y (r = 0), si

el valor observado de tr es mayor que t ania, S€ rechaza la hipotesis nula y se
acepta la hipotesis alterna (H1) donde r no debe ser significativamente diferente
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de uno (r # 0), siendo la correlacion lineal significativa en x e y, para calcular

la probabilidad se usan las siguientes ecuaciones:

Formula para hallar tregresion

r/n—2
t = (Ec 2.11)

regresion 2
Vl-r

Donde |r| es el valor absoluto de r, n es el nimero de muestras analizadas y r?

es el coeficiente de determinacion que indica el grado de ajuste de la ecuacion.

b) Limite de confianza del intercepto “a” (Test de proporcionalidad)
Este valor se calcula en funcion de la varianza (S%), utilizando la ecuacion

(Ec 2.12) que se muestra a continuacion.

52 (Ec 2.12)

Donde x es la concentracion y Syx? es la varianza residual la cual se calcula a

partir de:

_20m» Z_ez (Ec 2.13)

o n-2 n=2

n—2

. e =0-y. .
Donde ejes el valor residual ™ J y',elson los grupos,

Para determinar la desviacion estandar del intercepto “a” (Sa) se muestra la

ecuacion:

S. =./S (Ec 2.14)

Foérmula para hallar la desviacion estandar relativa de la pendiente

s, rel = S, <100 (Ec 2.15)
a
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La determinacion del test estadistico del intercepto “a”, se realiza
estableciendo una comparacion entre t experimental Y t tabla, para hallar el valor de t

experimental S€ USa la ecuacion 2.16

(Ec 2.16)

Donde \a\ es el valor absoluto del intercepto; debe cumplirse que experimental <t

wblas; para n-2 grados libertad y un grado de significacion & igual a 0,05.

Formula para hallar los Limites de Confianza

a=a i ttabla X Sa (EC 217)

Donde t tabia €S el valor obtenido en la tabla de distribucion de student, con n- 2
grados de libertad y p de 0.05, es decir un grado de confianza de 95 %, debe
cumplirse que t experimental < t tabla para comprobar que el valor a es aceptable
para una correlacion lineal significativa.

c) Limite de confianza de la pendiente (b)
Este valor se calcula en funcion de la varianza (S2%), utilizando la ecuacion

(Ec. 2.18) que se muestra a continuacion.

2
2 Sy,x

S: =
Ty 20
2 X

(Ec 2.18)

Donde Sy,2es la varianza residual, y x es la concentracion del analito, se calcula
con la ecuacion (Ec. 2.19)

S;x _ ZJ’Z —aZy—bey _ Z(J’_;)z (1=r?) = Z(J’z _JA’)2 _ Zef (EC 2_19)
’ n—>2 n—2 n—>2 n—>2
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Para hallar la desviacion estandar de la pendiente “b” (Sp), esta debe ser

calculada en funcion de su varianza.

S, =S, (Ec 2.20)

La determinacién del test estadistico de la pendiente “b”, se realiza
estableciendo una comparacion entre t experimental Y €l t tabla, Se debe usar la

ecuacion (Ec. 2.21) para hallar el valor de t experimental.

b
top = u (Ec 2.21)
Sb
Donde |b| es el valor absoluto de la pendiente
Formula para hallar los limites de confianza de la pendiente “b”.
b=b+t tabla X Sb (EC 222)

Donde t tbia €S el valor obtenido en la tabla de distribucion de student, con n- 2
grados de libertad y p de 0.05, es decir un grado de confianza de 95 %

En este caso la hipotesis nula (Ho) sostiene que b = 0, y la hipotesis alterna
(H1) sefiala que (b # 0), por lo tanto se espera un valor de t experimental > t tania, 10
cual indicaria la existencia de correlacion lineal significativa al acepta la

hipdtesis alterna donde b es diferente de 0.

d) Calculo del coeficiente de variacion (C.V.) de los factores de respuesta (f)
Se debe calcular los factores de respuesta f segun la ecuacion (Ec. 2.4) para
cada concentracion, determinar la media aritmética x segun la ecuacién (Ec. 2.5)
y la desviacion estandar St de los factores respuesta segun la ecuacion (Ec. 2.6).

El coeficiente de variacion se calcula en funcion de la (Ec. 2.3), el criterio de

aceptacion para la linealidad de sistema es un valor < a 5 %.
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2.6.4. EXACTITUD: ICH “Validation of Analitical Procedures”

Este ensayo sirve para expresar la cercania entre el valor que es aceptado y el
valor encontrado obtenido al aplicar el procedimiento de andlisis un cierto nimero
de veces. Los documentos ICH recomiendan que se evalle la exactitud utilizando
un minimo de nueve determinaciones sobre un minimo de tres niveles de
concentracion, es decir tres concentraciones y tres determinaciones repetidas por

concentracion.

La Directiva Sanitaria N°001-MINSA/DIGEMID V.01 *“Criterios de
evaluacion de un Dossier de Especialidades Farmacéuticas”, establece que la
exactitud se puede determinar a partir de la linealidad con tres concentraciones
dentro del rango de trabajo por triplicado, por este motivo, se considera que los
datos que se obtengan en la linealidad de método seran validos para reportar la
exactitud.

Para la evaluacion estadistica de la exactitud, se deben determinar los
siguientes parametros.

a) Célculo del porcentaje de recuperacion de cada concentracion.

Xy, X 100
Porcentaje de Recuperacion (R) = mT (Ec2.23)

Donde Xm es el valor medio hallado de los valores medidos y u es el valor
aceptado como verdadero

b) Caélculo de la desviacidn estandar (S), y coeficiente de variacion (CV) deben ser
hallados con la ecuacion (Ec 2.6) y (Ec. 2.3) respectivamente y se realizan en
funcion de los porcentajes de recuperacion

c) Calculo del t de Student: Para confirmar que el valor no difiere

significativamente del aceptado como referencia, calcular el t experimental Y
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compararlo con el t wbia para n-1 grados de libertad y un nivel de significacion
del 95 % (p= 0.05).

Formula para hallar el “t” experimental (t experimental) TeSt de t-Student:

_[100-Rx+/n (Ec 2.24)
exp cVv

Donde R es el porcentaje de recuperacion, CV es el coeficiente de variacion
de los porcentajes de recuperacién y n es el nimero de determinaciones.

Este andlisis estadistico indica que Si t experimental €S Menor que t tania, ENtONCes

no existe diferencia significativa entre la recuperacion media y el 100 % por lo
que la exactitud es apropiada.

2.6.5. PRECISION: ICH “Validation of Analitical Procedures”
Se realiza para expresar el grado de dispersion o concordancia entre los

resultados individuales cuando el método analitico se aplica repetidamente a
diferentes muestras, se realizo en 2 niveles: Repetibilidad y Precision intermedia

2.6.5.1. Repetibilidad
La repetibilidad se realizd en condiciones repetitivas (mismo analista,

mismo dia, mismo instrumento) del método se evalud sobre:

- Repetibilidad del sistema: Se procedié segin la preparacion de la
solucién estandar tal cual se indica en el punto 2.4.4.

- Repetibilidad del método: Se procedié segin la preparacion de la
solucion muestra tal cual se indica en el punto 2.4.5.

Se realizdé mediante la preparacion de 5 muertas estandar homogéneas
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para determinar la repetibilidad de sistema y 6 muestras homogéneas del
producto para determinar la repetibilidad de método; Todas las

preparaciones se encontraban en concentracion al 100%.

Para determinar la conformidad de este parametro se debe usar la
ecuacion (Ec. 2.3) para calcular el coeficiente de variacion (C.V.) de los

resultados obtenidos, el cual no debe ser mayor de 2 %.

2.6.5.2. Precision intermedia (PI)

La precision intermedia se realizo en condiciones reproducibles, esto
quiere decir (diferente dia, diferente Equipo HPLC), para ello se procedi6
segun la preparacion de la solucion muestra tal cual se indica en el punto
2.4.5.

Se prepararon 6 muestras homogéneas del producto a una concentracion
del 100%, las cuales se evaluaron por duplicado.

Para determinar la conformidad de este parametro se debe usar la
ecuacion (Ec. 2.3) para calcular el coeficiente de variacion (C.V.) de los
resultados obtenidos el mismo dia y los resultados obtenidos entre el dia 1
y el dia 2, el cual no debe ser mayor al 2 %.

2.6.6. ESTABILIDAD DE MUESTRA PREPARADA: Segun procedimiento
analitico desarrollado.

Ademaés de los parametros de validacion ya desarrollados, se realizé el
ensayo de estabilidad para ver si la muestra conservo su integridad fisicoquimica
y la concentracion del analito de interés, después de almacenarse durante un
tiempo determinado bajo condiciones especificas. Las cuales son entre 2° y 8°C.

- Acero Horas: Las muestras se inyectaron en el HPLC el mismo dia de

preparacion de la muestra. Para ello se tomaron las muestras preparadas
en la prueba de precision intermedia.
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- A 12 horas: Las muestras se inyectaron en el HPLC después de
transcurrir 12 horas de haber preparado la muestra; se prepararon

nuevamente los estandares.

- A 24 Horas: Las muestras se inyectaron en el HPLC después de haber
transcurrido 24 horas de haber preparado la muestra; Se prepararon

nuevamente los estandares.

Las muestras analizadas, se filtraron por triplicado y se dividieron en tres
grupos distintos, el primer grupo (tiempo “0” horas) sera considerado grupo
1; el segundo y tercer grupo se almacenaran en el refrigerador para ser
inyectados en el sistema HPLC al tiempo de “12” horas el cual serad
considerado grupo 2y al tiempo “24” horas el cual sera considerado grupo
3. Se evalla cada muestra por duplicado.

Férmula para hallar el sesgo o error determinado:

b
e[%]= x100 (Ec 2.25)
valor de referencia

Donde b es el promedio del valor absoluto de los sesgos obtenido en cada
grupo (2 y 3) y el valor de referencia es el promedio del valor obtenido en el
grupo 1

Para determinar la validez de éste ensayo, se debe calcular el coeficiente de
variacion (C.V.) de los resultados obtenidos entre los grupos 1, 2 y 3 el cual no
debe ser mayor a 2 %. Mientras que el sesgo no debe tener un valor mayor al
3 %.

2.7. CRITERIOS DE ACEPTACION DE LOS PARAMETROS DE
VALIDACION

Son las caracteristicas que se van a evaluar y van a depender del tipo de

ensayo.?®
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d)

a) Aptitud de sistema: El coeficiente de variaciéon (CV) debe ser <2%.

b) Selectividad: Interferencia menor al 2.0%.

c) Linealidad del sistema: Por observacion visual del grafico y métodos

estadisticos.

Coeficiente de Correlacion
- Coeficiente de Determinacion
- Test estadistico para “r”
p = 0.05; y n-2 grados de libertad
- Coeficiente de Variacion

- Test de Proporcionalidad del

Intercepto
p = 0.05; y n-2 grados de libertad
- Prueba de Linealidad de la Pendiente

p = 0.05; y n-2 grados de libertad

Mayor o igual que 0.999
Mayor o igual que 0.998
t tabla = 2.160

{ regresion > t tabla

Menor a 5.0 %

t experimental = 2.160

t experimental < T tabla

t experimental = 2.160

t experimental > T tabla

Linealidad de método: Por observacion visual del grafico y métodos

estadisticos.

- Coeficiente de Correlacion

- Coeficiente de Determinacion

- Test estadistico para “r”
p = 0.05; y n-2 grados de libertad

Mayor o igual que 0.999
Mayor o igual que 0.998

t tabla = 2.365

t regresion = t tabla
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- Coeficiente de Variacion : Menor a 5.0 %

- Test de Proporcionalidad del Intercepto U experimental = 2.365

p = 0.05; y n-2 grados de libertad

t experimental <t tabla

- Prueba de Linealidad de la Pendiente C experimental = 2.365

p = 0.05; y n-2 grados de libertad

t experimental > T tabla

e) Exactitud:
- El % de recuperacion promedio : 98 - 102 %

- Test de recuperacion media / t experimental = 2.306
p= 0.05; yn-— 1 = Grados de libertad texperimental <1 tabla

f) Precision:

- Repetibilidad . El coeficiente de variacion (C.V.) o
desviacion estandar relativa (R.S.D.) debe
ser <2.0

- Precision intermedia : El coeficiente de variacion (C.V.) o
desviacion estandar relativa (R.S.D.) debe
ser<2.0

g) Estabilidad de Muestra Preparada

- Coeficiente de variacion : <20%

- Sesgo : <3%
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CAPITULO 11l

RESULTADOS

Todo trabajo de investigacion con fines analiticos debe tener resultados,
interpretacion y discusion, con el proposito de explicar los fundamentos de un
procedimiento analitico, posterior a la ejecucion de los pardmetros minimos requeridos
en un proceso de validacion por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), se
procesaron los datos obtenidos, lo que permite presentar los resultados de cada ensayo

a continuacion.

3.1. APTITUD DE SISTEMA

Se debe tener en cuenta que; ningn andlisis de muestras es aceptable a menos que
cumpla los requisitos de aptitud de sistema, de manera que los analisis de muestras
obtenidos cuando el sistema no cumple con la condicion de aptitud son inaceptables.

Para realizar la prueba de aptitud de sistema, se emplearon los datos de cinco
inyecciones repetidas cuyos resultados se observan en la tabla 3.1. Los tiempos de
retencion relativos son informativos y tienen la funcién de facilitar la identificacion de los
picos, el célculo del coeficiente de variacion fue hecho a partir de la ecuacion (Ec. 2.3),

notese que el valor del coeficiente de variacion en ningin caso sobrepasa el criterio de
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aceptacion mayor al 2 %,

Tabla N° 3.1 Valores Obtenidos en la aptitud del sistema

N° de Benzocaina Clorhexidina HCI Enoxolona
Inyeccion
Area Tiempode  Area Tiempo Area Tiempo
retencion de de

retencion retencion

1 917525 2.52 2862945 3.90 761457 9.87

2 908358 2.51 2851188 3.88 766463 9.90

3 913827 2.52 2859583 3.89 768133 9.88

4 906348 2.51 2840966 3.87 767072 9.86

5 906609 2.51 2853437 3.87 767665 9.86

Promedio 910533 2.52 2853624 3.88 766158 9.87

S 4934.09 0.01 8493.89 0.01 2701.83 0.02

C.V. (%) 0.542 0.22 0.298 0.37 0.353 0.15

Para que la aptitud de sistema sea conforme, se establecieron parametros de aptitud
cuyos resultados se observan en la tabla 3.2 los cuales se encuentran dentro del criterio
de aceptacion correspondiente, podemos apreciar el cromatograma con la elucion de

picos de los tres principios activos en la figura 3.1.

Tabla N° 3.2 Resultados de los pardmetros de aptitud de sistema

, w RESULTADOS
Parametros Criterio de _—r
e = Clorhexidina ,
cromatograficos Aceptacion el Benzocaina  Enoxolona
Coeficiente de
A 0,

Variacién (C.V) No mas de 2.0 % 0.298 0.542 0.353
(FTa‘;tor 83 (BIISAEL | oo e o 1.177 1.53 1.097
Numero de Platos No menos de 1000 3630 5315 9272
Teoricos (N)

El célculo de los pardmetros de aptitud se obtuvieron por software del HPLC, pero las
formulas también estan disponibles en la USP, segln se observan en las ecuaciones (Ec.
2.1), (Ec. 2.2) y (Ec. 2.3), dichos parametros evidencian un cromatograma con picos

simétricos, bien definidos, y separados completamente uno del otro.
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Figura N° 3.1. Cromatograma de aptitud de sistema

La USP considera como no aceptable cualquier analisis por HPLC que no cumpla con
una prueba de aptitud del sistema y debido a que los parametros de aptitud se encuentran
dentro de los criterios de aceptacion correspondientes, se considera conforme, a pesar de
que no es un parametro de validacion.

3.2. SELECTIVIDAD

3.2.1. Selectividad de sistema por degradacion de muestra (Estrés fisicoquimico)
En la tabla n°® 3.3 se expresan los promedios de los datos obtenidos a partir

de 2 muestras por cada proceso de estrés de estandares, las cuales fueron
analizadas por duplicado.

Se observa que no existe coelucion entre algin posible compuesto de
degradacion y las soluciones estdndar, ademas la lectura del blanco
(correspondiente a la fase mavil) es de 0.0 %.
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Tabla N° 3.3. Resultados obtenidos en el ensayo de selectividad de sistema

Condiciones Area de muestra % de Recuperacion
de estrés C B E C B E
C. Normales 3781576 1294231 929022  98.75 100.17 100.60

Hidrdlisis 3819064 1295104 936036  99.73 100.24 101.36

Hidrolisis alcalina 4031798 1033152 980750 105.28 81.86 106.20

Hidrdlisis acida 3818750 1292335 926756  99.72 100.02 100.36
Termodlisis 3816506 1300637 936670 99.66 100.67 101.43
Fotolisis 3589940 1262486 905351 93.75 97.72  98.04
Oxidacion 3746604 1258275 923376  97.84  97.39  99.99
Blanco 0.00000  0.00000  0.00000  0.00 0.00 0.00

C = Clorhexidina Clorhidrato; B = Benzocaina; E = Enoxolona

3.2.2. Selectividad de método por degradaciéon de muestra (Estrés
fisicoquimico)
En la tabla n° 3.4 se expresan los promedios de los datos obtenidos a partir
de 2 muestras por cada proceso de estrés de estandares, las cuales fueron
analizadas por duplicado.

Tabla N° 3.4 Resultados obtenidos en el ensayo de selectividad de método

Condiciones Area de muestra % de Recuperacion
de estrés C B E C B E
C. Normales 3959801 1278099 933925 103.50 101.31 102.42
Hidrolisis 3967822 1314487 949999 103.75 104.19 104.17

Hidrolisis alcalina 3604888 1022976 950123 94.100 81.05 104.08
Hidrolisis acida 4009813 1416708 976273 104.75 112.25 107.00

Termodlisis 3991120 1119302 929206 104.30 88.69  101.92
Fotolisis 3793216 1215939 878699  99.15 96.50  96.33

Oxidacion 3870483 1292779 955839 101.15 102.50 104.75
Placebo 0.0000 0.0000 0.0000 0.00 0.00 0.00

C = Clorhexidina Clorhidrato; B = Benzocaina; E = Enoxolona
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Se observa que no existe coelucion entre algun posible compuesto de
degradacion y las soluciones estandar, ademas la lectura del blanco

(correspondiente al placebo) es de 0.0 %.

Estos resultados concuerdan con otro estudio de validacion de Clorhexidina
HCI en comprimidos (Guineo Garcia — 2010) que muestra la no existencia de
compuestos de degradacion relacionados a Clorhexidina HCI, La Revista Cubana
Farmacéutica muestra en uno de sus estudios que en el caso de Benzocaina,
tampoco existe interferencias a una absorbancia de 280 nm, por Gltimo la BP indica
que cualquier interferencia que genere un factor de respuesta menos al 0.05 % de

del factor de respuesta de Enoxola, debe ser despreciado.

3.3. LINEALIDAD

3.3.1. Linealidad de sistema
Se tabularon los resultados obtenidos en las tablas n°® 3.5, 3.6 y 3.7, y se
realiz6 el tratamiento estadistico para Clorhexidina HCI, Benzocaina y
Enoxolona respectivamente, a fin de evaluar la linealidad y la
proporcionalidad entre las concentraciones de 50 %, 75 %, 100 %, 125 %y
150 %. Para el calculo de la regresion lineal se uso la ecuacion (Ec. 2.9), las
curva de calibracion de cada analito, se observan en las figuran® 3.2, 3.3 y

3.4 sobre los puntos individuales sin promediar.

Para calcular el coeficiente de correlacion (r), que refleja el grado de
relacion entre las concentraciones (X) y su respuesta (), se usé la ecuacion
(Ec. 2.10), cuyos resultados fueron r ciorhexidina Hcl = 0.99935, I Benzocaina =
0.99937 Yy I Enoxolona = 0.99904, los cuales se aproximan a 1 (valor que
representa una recta perfectamente lineal). Ademas se determinaron los
coeficientes de determinacion (r?) que es un indicador del grado de ajuste de
la ecuacion y se obtuvieron valores de r? ciorhexidina Hel = 0.99870, 12 genzocaina
=0.99875 y Un r? enoxolona = 0.99808, estos valores quieren decir que el 99.87
%, 99.88% y 99.81% respectivamente, de las variaciones se deben a la

influencia de la variable “x” (concentracién inyectada).
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Tabla N° 3.5 Resultados obtenidos en el ensayo de linealidad de sistema
de Clorhexidina clorhidrato.

Area Factor
Area  Promedio Respuesta
Xi yi Xi2 yi? Xi *yi yi/ xi
1724625
50% 25.42 0.012710 1708969 1719373 1.62E-04 2.96E+12 2.19E+04 1.35E+08
1724525
1679505
50% 25.41 0.012705 1681956 1681815 1.61E-04 2.83E+12 2.14E+04 1.32E+08 1.25
1683983
1718121
50% 25.40 0.012700 1716958 1718051 1.61E-04 2.95E+12 2.18E+04 1.35E+08
1719073
2622043
75% 38.15 0.019075 2634945 2630228 3.64E-04 6.92E+12 5.02E+04 1.38E+08
2633696
2594421
75%  38.16 0.019080 2596577 2599238 3.64E-04 6.76E+12 4.96E+04 1.36E+08 0.88
2606716
2618946
75% 38.16 0.019080 2632082 2644097 3.64E-04 6.99E+12 5.04E+04 1.39E+08
2681263
3484117
100% 50.80 0.025400 3483245 3486738 6.45E-04 1.22E+13 8.86E+04 1.37E+08
3492853
3562069
100% 50.82 0.025410 3557080 3558173 6.46E-04 1.27E+13 9.04E+04 1.40E+08 1.39
3555370
3463004
100% 50.83 0.025415 3464909 3464998 6.46E-04 1.20E+13 8.81E+04 1.36E+08
3467080
4342820
125% 63.53 0.031765 4308655 4328720 1.01E-03 1.87E+13 1.38E+05 1.36E+08
4334686
4301897
125% 63.54 0.031770 4311858 4306786 1.01E-03 1.85E+13 1.37E+05 1.36E+08 1.25
4306602
4382011
125% 63.50 0.031750 4406453 4407427 1.01E-03 1.94E+13 1.40E+05 1.39E+08
4433816
5356264
150% 76.23 0.038115 5364144 5367804 1.45E-03 2.88E+13 2.05E+05 1.41E+08
5383003
5220427
150% 76.22 0.038110 5233855 5228667 1.45E-03 2.73E+13 1.99E+05 1.37E+08 1.34
5231720
5321026
150% 76.24 0.038120 5338587 5325569 1.45E-03 2.84E+13 2.03E+05 1.40E+08
5317094
Suma 762.41 0.3812 157403049 52467683 1.09E-02 2.07E+14 1.50E+06 2.06E+09 6.10
Promedio 100228.45 137177050
S 66551.57 2209923.44
CV.% 66.40 1.611

CcC Peso  mg/mL
Teorica (mg)

C.v.
%
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Tabla N° 3.6. Resultados obtenidos en el ensayo de linealidad de sistema

de Benzocaina

Area Factor
Promedio Respuesta
Xi yi yi Xi2 yi? Xi *yi yi [ xi

531659

50%  20.00 0.010000 524271 529965 1.00E-04 2.81E+11 5.30E+03 5.30E+07
533964
525262

50%  19.99 0.009995 528274 527119 9.99E-05 2.78E+11 5.27E+03 5.27E+07 0.42
527822
535080

50% 20.05 0.010025 532143 533172 1.01E-04 2.84E+11 5.35E+03 5.32E+07
532292
803915

75%  30.12 0.015060 798062 799681 2.27E-04 6.39E+11 1.20E+04 5.31E+07
797066
790820

75%  30.02 0.015010 792929 791704 2.25E-04 6.27E+11 1.19E+04 5.27E+07 0.55
791362
799175

75%  30.01 0.015005 803108 800078 2.25E-04 6.40E+11 1.20E+04 5.33E+07
797952
1054162

100% 40.05 0.020025 1059625 1056096 4.01E-04 1.12E+12 2.11E+04 5.27E+07
1054501
1077014

100% 40.05 0.020025 1104274 1087601 4.01E-04 1.18E+12 2.18E+04 5.43E+07 1.83
1081514
1051603

100% 40.10 0.020050 1056916 1053367 4.02E-04 1.11E+12 2.11E+04 5.25E+07
1051583
1311020

125% 50.16 0.025080 1304969 1306349 6.29E-04 1.71E+12 3.28E+04 5.21E+07
1303058
1296630

125% 50.17 0.025085 1296747 1297740 6.29E-04 1.68E+12 3.26E+04 5.17E+07 0.47
1299842
1302064

125% 49.99 0.024995 1304874 1304919 6.25E-04 1.70E+12 3.26E+04 5.22E+07
1307819
1576265

150% 60.12 0.030060 1580095 1577622  9.04E-04 2.49E+12 4.74E+04 5.25E+07
1576505
1572377

150% 60.13 0.030065 1569779 1571077  9.04E-04 247E+12 4.72E+04 5.23E+07 1.11
1571075
1611400

150% 60.14 0.030070 1600501 1604676  9.04E-04 257E+12 4.83E+04 5.34E+07
1602126

Suma 601.10 0.3006 47523494 15841164.7 6.78E-03 1.88E+13 3.57E+05 7.92E+08 4.38

Promedio 23782.43 52786922

S 15592.49 633751.72
D.S.R% 65.56 1.201

Cc Peso  mg/mL Area
Teorica (mg)

C.v.
%
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Cc
Tebrica

50%

50%

50%

75%

75%

75%

100%

100%

100%

125%

125%

125%

150%

150%

150%

Suma

Tabla N° 3.7. Resultados obtenidos en el ensayo de linealidad de sistema

Peso
(mg)

15.07

15.05

15.06

22.49

22.52

22.53

30.03

30.03

30.02

37.56

37.50

37.50

45.00

45.00

45.01

450.37

mg/mL

Xi

0.007535

0.007525

0.007530

0.011245

0.011260

0.011265

0.015015

0.015015

0.015010

0.018780

0.018750

0.018750

0.022500

0.022500

0.022505

Area

434369
429474
434632
430137
430513
431832
437968
437798
439048
663129
663355
662579
653421
654417
653785
664919
666209
664269
883513
882933
891689
892098
889783
890279
863576
866686
866244
1090400
1084221
1086577
1081096
1093840
1088491
1097265
1096201
1104112
1369239
1361481
1368175
1321946
1314810
1309258
1334965
1350406
1338849

de Enoxolona

Area
promedio
yi
432825
430827
438271
663021
653874
665132
886045
890720
865502
1087066
1087809
1099193
1366298

1315338

1341407

Xi?

5.68E-05

5.66E-05

5.67E-05

1.26E-04

1.27E-04

1.27E-04

2.25E-04

2.25E-04

2.25E-04

3.53E-04

3.52E-04

3.52E-04

5.06E-04

5.06E-04

5.06E-04

0.2252 39669987 13223329 3.80E-03
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yi?

1.87E+11

1.86E+11

1.92E+11

4.40E+11

4.28E+11

4.42E+11

7.85E+11

7.93E+11

7.49E+11

1.18E+12

1.18E+12

1.21E+12

1.87E+12

1.73E+12

1.80E+12

1.32E+13

Promedio

D.S.
CV.%

Factor

Respuesta C.V. %

Xi *vyi yi [ Xi

3.26E+03 5.74E+07

3.24E+03 5.73E+07

3.30E+03 5.82E+07

7.46E+03 5.90E+07

7.36E+03 5.81E+07

7.49E+03 5.90E+07

1.33E+04 5.90E+07

1.34E+04 5.93E+07

1.30E+04 5.77E+07

2.04E+04 5.79E+07

2.04E+04 5.80E+07

2.06E+04 5.86E+07

3.07E+04 6.07E+07

2.96E+04 5.85E+07

3.02E+04 5.96E+07

2.24E+05 8.78E+08

14915.36 58552104

9911.78 920142.54
66.45 1.571

0.87

0.92

1.50

0.68

1.90

5.88
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Figura N° 3.2 Curva de calibracién de Clorhexidina HCI. (L.Sistema)
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Figura N° 3.3 Curva de calibracion de Benzocaina. (L.Sistema)
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Figura N° 3.4 Curva de calibracién de Enoxolona. (L.Sistema)

a) Para un mejor indicativo del modelo lineal, se realizé un test estadistico que
consiste en comparar el valor de t regresisn (EC. 2.11) con el t tania, cOn n-2 grados
de libertad y un intervalo de confianza de (p = 1-a), donde (o = 0.05) es la
probabilidad de cometer error, esto quiere decir que p = 1 — 0.05, que nos da

un valor de confianza del 95 %, los resultados obtenidos fueron:

t tabla para 15 — 2 grados de libertad y p = 0.05 X 2.160

t regresion de Clorhexidina ClI . 99.935
t regresion de Benzocaina : 101.916
t regresion de Enoxolona . 82.206

En todos los casos se determina que t regresion > t tanla, POr 10 tanto, se rechaza
la hipdtesis nula y se acepta la hipotesis alterna que sostiene que (r # 0) y

demuestra que existe una correlacion lineal significativa entre x e y.
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b) El célculo del limite de confianza del intercepto “a” se realiz6 con la ecuacion
(Ec.2.17) y el calculo del t experimentar Se realizé con la ecuacion (Ec. 2.16), se
obtuvieron los siguientes resultados con un grado de confianza de 95 %.

t tabla para 15 — 2 grados de libertad y p = 0.05 : 2.160

Clorhexidina HCI

Varianza del intercepto (a) (Ec. 2.12) : 1429148841.25529
S del intercepto (a) (Ec. 2.14) : 37804.084981061
texperimental 1 1.955

Intervalo de confianza: - 155549.75825 — 7763.889

Benzocaina

Varianza del intercepto (a) (Ec. 2.12) : 118304566.27706
S del intercepto (a) (Ec. 2.14) : 10876.790256186
t experimental :1.046

Intervalo de confianza: - 12121.63514 — 34866.099

Enoxolona

Varianza del intercepto (a) (Ec. 2.12) : 135052656.47688
S del intercepto (a) (Ec. 2.14) :11621.2157916839
t experimental :1.579

Intervalo de confianza: - 43455.55520 — 6748.097

En todos los casos, se cumple que: t experimental < t tabla, €ntonces el valor de a

es aceptable y comprueba que existe una correlacion lineal significativa.

c) El célculo del limite de confianza de la pendiente “b”, se realiz6 con la
ecuacion (Ec.2.12) y el calculo del t experimental S€ realizo con la ecuacion (Ec.
2.21), se obtuvieron los siguientes resultados con un grado de confianza de 95

%.

t tabla para 15 — 2 grados de libertad y p = 0.05 : 2.160
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Clorhexidina HCI.

Varianza de la pendiente (b) (Ec. 2.18) : 1967148072351.67
S de la pendiente (b) (Ec. 2.20) : 1402550.56
t experimental : 100.21

Intervalo de confianza: 137514494.7 — 143573513.1

Benzocaina

Varianza de la pendiente (b) (Ec. 2.18) ; 261875413674.645
S de la pendiente (b) (Ec. 2.20) : 511736.64

t experimental ) 101.89

Intervalo de confianza: 51034327.91 — 53245034.52

Enoxolona

Varianza de la pendiente (b) (Ec. 2.18) :  5329301498885.316
S de la pendiente (b) (Ec. 2.20) . 730020.65

t experimental . 8211

Intervalo de confianza: 58367800.63 — 61521489.84

En los tres casos, se cumple que: t experimental > t tabla, POr 10 tanto, se rechaza
la hipotesis nula, y se acepta la hipdtesis alterna que sostiene que b es
significativamente diferente de 0 (b # 0) y comprueba que si existe una

correlacion lineal significativa.

d) El calculo del coeficiente de variacion (C.V.) se realiz6 en funcién de los
factores (f) de cada punto individual y se utiliz6 la ecuacién (Ec. 2.3)

obteniendo los siguientes resultados:

Clorhexidina HCI 1.611
Benzocaina : 1.201
Enoxolona : 1571

Los coeficientes de variacion obtenidos, para Clorhexidina HCI, Benzocaina y

Enoxolona, cumplen con el criterio de aceptacion.
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Se determiné la linealidad de sistema de Clorhexidina HCI, Benzocaina y
Enoxolona por medio de pruebas estadistica como son: test estadistico para
coeficiente de correlacion, test de linealidad, test de proporcionalidad y el
calculo del coeficiente de variacion (C.V.) para cada analito; con lo que se
resuelve que existe correlacion lineal significativa entre la concentracién del
analito (X) y el area (), por lo que se comprueba que las variaciones en las
respuestas (areas), son directamente proporcionales a la concentracion del
analito (mg/ml) presente en los porcentajes (50 %, 75 %, 100 %, 125 % y 150

%) de muestra analizada.

3.3.2. Linealidad de método

Se tabularon los resultados obtenidos en las tablas n° 3.8, 3.9y 3.10, y se
realizd el tratamiento estadistico para Clorhexidina HCI, Benzocaina y
Enoxolona respectivamente, a fin de evaluar la linealidad y la proporcionalidad
entre las concentraciones de 75%, 100% y 125%.

Para el calculo de la regresion lineal se usé la ecuacion (Ec. 2.9), las curvas
de calibracion de cada analito, se observan en las figura n° 3.5, 3.6 y 3.7 sobre
los puntos individuales sin promediar.

Para calcular el coeficiente de correlacion (r), que refleja el grado de relacion
entre las concentraciones (X) y su respuesta (), se usoé la ecuacion (Ec. 2.10),
cuyos resultados fueron r ciorhexidinaHcit = 0.99907, I Benzocaina = 0.99915 Y I Enoxolona
= 0.99913, los cuales se aproximan a 1 (valor que representa una recta

perfectamente lineal).

Ademas se determinaron los coeficientes de determinacion (r?) que es un
indicador del grado de ajuste de la ecuacion y se obtuvieron valores de r?
Clorhexidina Hel = 0.99814, 12 genzocaina = 0.99831 Y UN 1? Enoxolona = 0.99825, estos
valores quieren decir que el 99.81 %, 99.83 % y 99.83 % de las variaciones para
Clorhexidina HCI, Benzocaina y Enoxolona respectivamente, se deben a la

influencia de la variable “x” (concentracién inyectada).
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Tabla N° 3.8 Resultados obtenidos en el ensayo de linealidad de método
de Clorhexidina Clorhidrato

Ce mg/mL Area _ Factor
Tebrica Peso Area Promedio Respuesta C.V.

0,
% (M9 i yi i 2 yi?2 xi * yi yi/xi ?
2576450
75% 18.813 0.01881 2542926 2570524 3.54E-04 6.61E+12 4.84E+04  1.37E+08
2592195
2583758
75% 18.773 0.01877 2566708 2572135 3.52E-04 6.62E+12 4.83E+04 137E+08 1.11
2565940
2556030
75% 18754 0.01875 2505789 2517201 3.52E-04 6.34E+12 4.72E+04  1.34E+08
2489785
3445360
100% 25.020 0.02502 3419207 3431453 6.26E-04 118E+13 B8.59E+04  1.37E+08
3429703
3333851
100% 25.000 0.02500 3362293 3345984 6.25E-04 112E+13 8.36E+04 1.34E+08 1.44
3341807
3336533
100% 25.020 0.02502 3355995 3345688 6.26E-04 1.12E+13 8.37E+04  1.34E+08
3344537
4220436
1250 31.280 0.03128 4245913 4226766 9.78E-04 179E+13 1.32E+05 1.35E+08
4213048
4182335
125% 31.280 0.03128 4185895 4184677 9.78E-04 175E+13 1.31E+05 1.34E+08 0.59
4185802
4233693
1250 31.280 0.03128 4225147 4228767 9.78E-04 1.79E+13 1.32E+05 1.35E+08
4227462
Suma 22522 0.2252 91269588 30423196 5.87E-03 107E+l4 7.92E+05 1.22E+09 3.15
Promedio 88050.3342 135186356
s 36417.30 1421052.48
CV.% 4136 1.051

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




w3 . |UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE kLo

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

Tabla N° 3.9 Resultados obtenidos en el ensayo de linealidad de método

de Benzocaina

Area Factor

mg/mL. promedio Respuesta

Cc | Peso

0,
tedrica (mg) CV.%

Area
Xi yi Xi2 yi? Xi *yi yi/l xi
780288
75% (15.192 0.015192' 765802 @ 770772 |2.31E-04/5.94E+11 1.17E+04 | 5.07E+07
766226
777927
75% 15.212 0.015212 784231 @ 782571 2.31E-04 6.12E+11| 1.19E+04 5.14E+07 0.71
785554
767489
75% |15.020 0.015020 770775 769243 2.26E-04 5.92E+11 1.16E+04 | 5.12E+07
769465
1008951
100% 20.080 0.020080 1007145 1010972 4.03E-04 1.02E+12 2.03E+04 @ 5.03E+07
1016821
988491
100% 19.950/0.019950 989278 @ 989462 |3.98E-04 9.79E+11 1.97E+04 4.96E+07 0.92
990616
987791
100% 19.9500.019950 989306 @ 987759 3.98E-04 9.76E+11 1.97E+04 @ 4.95E+07
986181
1234863
125% 24.950 0.024950 1240947 1238138 6.23E-04 1.53E+12 3.09E+04 ' 4.96E+07
1238603
1240360
125% 24.950 0.024950 1243985 | 1240080 6.23E-04 1.54E+12 3.09E+04 4.97E+07 0.61
1235894
1253233
125% 24.990/0.024990 1256264 1254101 6.25E-04 1.57E+12 3.13E+04 ' 5.02E+07
1252805
Suma 180.29 0.1803 27129291 9043097 3.76E-03 9.42E+12 1.88E+05 4.52E+08 2.24
Promedio 20898.3827 50262418
S 8407.50 730298.49
CV.% 40.23 1.453
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Tabla N° 3.10 Resultados obtenidos en el ensayo de linealidad de método

de Enoxolona

mg/mL ) Area Factor
Cc | Peso Area | promedio Respuesta

r 0,
tedrica, (mg) C-V. %

Xi yi Xi 2 yi? Xi * i yi/ xi
651285
75% | 11.327 0.011327 645599 652216 1.28E-04  4.25E+11 @ 7.39E+03 @ 5.76E+07
659763
654562
75% 11.307 0.011307 658018 655124 1.28E-04  4.29E+11 7.41E+03 @ 5.79E+07 @ 1.13
652793
632583
75% | 11.150 0.011150 628224 632003 1.24E-04 @ 3.99E+11 7.05E+03 @ 5.67E+07
635202
884349
100% @ 15.150 0.015150 867992 876165 2.30E-04 @ 7.68E+11 1.33E+04 @ 5.78E+07
876154
842780
100% ' 15.000 | 0.015000 | 858522 849387 2.25E-04 | 7.21E+11 1.27E+04 @ 5.66E+07 | 1.33
846858
850398
100% 14.960 0.014960 839193 844378 2.24E-04  7.13E+11 1.26E+04 @ 5.64E+07
843542
1066214
125%  18.760 | 0.018760 1069600 1067848  3.52E-04 @ 1.14E+12 2.00E+04 | 5.69E+07
1067731
1062890
125% 18.660 0.018660 1063323 | 1061823 @ 3.48E-04 @ 1.13E+12 1.98E+04 5.69E+07 @ 0.56
1059255
1075138
125% 18.680 | 0.018680 | 1072947 1073518 | 3.49E-04 | 1.15E+12 @ 2.01E+04 | 5.75E+07
1072469
Suma 134.99  0.1350 |23137384 7712461 @ 2.11E-03 | 6.88E+12 1.20E+05 | 5.14E+08 @ 3.02
Promedio = 13376.480 @ 57155233
S 5509.68 @ 557236.28
CV.% 41.19 0.975
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Figura N° 3.5 Curva de calibracion de Clorhexidina HCI. (L. Método)
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Figura N° 3.6 Curva de calibracion de Benzocaina. (L. Método)
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Figura N° 3.7 Curva de calibracién de Enoxolona. (L. Método)

a) Para un mejor indicativo del modelo lineal, se realiz6 un test estadistico que
consiste en comparar el valor de t regresion (EC. 2.11) con el t tabia, cON N-2 grados
de libertad y un intervalo de confianza de (p = 1-a), donde (a = 0.05) es la
probabilidad de cometer error, esto quiere decir que p = 1 — 0.05, que nos da un
valor de confianza del 95 %, los resultados obtenidos fueron:

t tabla para 15 — 2 grados de libertad y p = 0.05 : 2.365

t regresion de Clorhexidina Cl . 61.290
t regresion de Benzocaina : 64.304
t regresion de Enoxolona : 63.191

En todos los casos se determina que t regresion > t tabla, POY l0 tanto, se rechaza
la hipotesis nula y se acepta la hipotesis alterna que sostiene que (r # 0) y

demuestra que existe una correlacion lineal significativa entre x e y
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b) El calculo del limite de confianza del intercepto “a” se realiz6 con la ecuacion
(Ec.2.17) y el célculo del t experimenta Se realizé con la ecuacion (Ec. 2.16), se
obtuvieron los siguientes resultados con un grado de confianza de 95 %

t tabla para 15 — 2 grados de libertad y p = 0.05 . 2.365

Clorhexidina HCI

Varianza del intercepto (a) (Ec. 2.12) : 3058542705.338140
S del intercepto (a) (Ec. 2.14) : 55304.093
texperimental :1.025

Intervalo de confianza: -7233396824 — 7233510171

Benzocaina

Varianza del intercepto (a) (Ec. 2.12) : 231326163.6358530
S del intercepto (a) (Ec. 2.14) : 15209.410

t experimental :2.022

Intervalo de confianza: -778366571.4 — 778458509.6

Enoxolona

Varianza del intercepto (a) (Ec. 2.12) : 188066539.155341
S del intercepto (a) (Ec. 2.14) :13712.735

t experimental : 0.505

Intervalo de confianza: - 25509.2 — 39356.759

En los tres casos, se cumple que: t experimental < T tanla, €ntonces el valor de “a”

es aceptable y comprueba que existe una correlacion lineal significativa.
c) Elcélculo del limite de confianza de la pendiente “b”, se realiz6 con la ecuacion
(Ec.2.12) y el célculo del t experimenta Se realizé con la ecuacion (Ec. 2.21), se

obtuvieron los siguientes resultados con un grado de confianza de 95 %

t tania para 15 — 2 grados de libertad y p = 0.05 . 2.365
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Clorhexidina HCI

Varianza de la pendiente (b) (Ec. 2.18) : 4689112155441.25
S de la pendiente (b) (Ec. 2.20) : 2165435.789
t experimental . 61.335

Intervalo de confianza: 127696149.3 — 137938660.6

Benzocaina

Varianza de la pendiente (b) (Ec. 2.18) : 554219380909.489
S de la pendiente (b) (Ec. 2.20) . 744459.12

t experimental . 64.292

Intervalo de confianza: -1760645.818 — 49623441.29

Enoxolona

Varianza de la pendiente (b) (Ec. 2.18) :  802989627386.11
S de la pendiente (b) (Ec. 2.20) . 896096.885

t experimental . 63.241

Intervalo de confianza: 54551007 — 58789546.03

En los tres casos, se cumple que: t experimentat > t tabla, POr |0 tanto se rechaza
la hipétesis nula, y se acepta la hipétesis alterna que sostiene que b es
significativamente diferente de 0 (b # 0) y comprueba que si existe una
correlacion lineal significativa.

d) El Célculo del coeficiente de variacion (C.V.) se realizé en funcion de los
factores (f) de cada punto individual y se utiliz6 la ecuacién (Ec. 2.3) obteniendo

los siguientes resultados:

Clorhexidina HCI 1.051
Benzocaina : 1.453
Enoxolona : 0.975

Los coeficientes de variacion obtenidos, para Clorhexidina HCI, Benzocaina y
Enoxolona, cumplen con el criterio de aceptacion.
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Se determind la linealidad de método Clorhexidina HCI, Benzocaina y
Enoxolona por medio de pruebas estadistica como son: test estadistico para
coeficiente de correlacion, test de linealidad, test de proporcionalidad y el
calculo del coeficiente de variacion (C.V.) para cada analito; con lo que se
resuelve que existe correlacién lineal significativa entre la concentracion del
analito (X) y el area (), por lo que se comprueba que las variaciones en las
respuestas (&reas), son directamente proporcionales a la concentraciéon del
analito (mg/ml) presente en los porcentajes (75 %, 100 %, 125 %) de muestra
analizada.

Los resultados obtenidos en el ensayo de linealidad de Clorhexidina HCI
fueron similares a los obtenidos en otra validacion del principio activo en
comprimidos (Guineo Garcia — 2010), se encontré que el tratamiento
estadistico realizado es el mismo que se us6 en dicha tesis lo cual respalda que

el tratamiento estadistico utilizado, es el adecuado.

Existen multiples técnicas de validacién de Benzocaina en otro tipo de
preparaciones, e incluso la (USP 40 — 2017) contempla una monografia para el
analisis cuali — cuatitativo de Benzocaina en tabletas de disolucion bucal (sin
asociacion a otros principios activo), dicha monografia indica que el pico de
Benzocaina deberia encontrarse en un intervalo entre 200 nm y 400 nm, en el
presente trabajo de validacion, la longitud de onda a la que se detecta la

Benzocaina es de 254 nm que cumple con el rango establecido por la USP.

La Enoxolona es un analito que normalmente se cuantifica por titulacion
potenciométrica, (BP — 2017), el haber determinado la linealidad de sistema y
de método en la presente validacion, es indicativo de que dicho analito, también
se puede cuantificar por Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC).

3.4. EXACTITUD
Se determind empleando preparaciones placebo adicionando principio activo

en las concentraciones de 75 %, 100 % y 125 %, siendo 100 % la concentracion

final de la muestra en el producto terminado, los resultados se muestran en la
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tablas n° 3.11, 3.12 y 3.13 a partir de las cuales se puede determinar la exactitud
del método. El porcentaje de recuperacion se calculd con la ecuacion (Ec. 2.23).

Tabla N° 3.11 Porcentaje de recuperacion de Clorhexidina

Clorhidrato
% ) Analito en Analito % De Promedio
Teérico Area la muestra hallado recuperacion (%)
(mg) (mg)

2576450 3.77 101.79

75% 2542926 3.704 3.72 100.44 101.52
2592195 3.79 102.33
2583758 3.78 102.28

75% 2566708 3.696 3.76 101.74 101.92
2565940 3.76 101.74
2496030 3.65 98.76

75% 2505789 3.696 3.67 99.30 98.85
2489785 3.64 98.49
3445360 5.04 102.33

100% 3419297 4.925 5.01 101.72 101.99
3429703 5.02 101.92
3333851 4.88 99.16

100% 3362293 4.922 4,92 99.97 99.50
3341807 4.89 99.36
3336533 4.88 99.08

100% 3355995 4.925 491 99.69 99.42
3344537 4.90 99.48
4220436 6.18 100.36

125% 4245913 6.158 6.22 101.01 100.52
4213948 6.17 100.20
4182335 6.12 99.39

125% 4185895 6.158 6.13 99.55 99.49
4185802 6.13 99.55
4233693 6.20 100.69

125% 4225147 6.158 6.18 100.36 100.52
4227462 6.19 100.52

Promedio 100.42 %

S 1.193
C.V.(%) 1.189
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Tabla N° 3.12 Porcentaje de recuperacion de Benzocaina

Analito en Analito .
Teg/?ico Area  lamuestra hallado recuop/oega?cién Prczr;)e)dlo
(mg) (mg)
780288 3.09 101.69
75% 765802 3.039 3.03 99.71 100.37
766226 3.03 99.71
777927 3.08 101.23
75% 784231 3.043 3.10 101.88 101.77
785554 3.11 102.21
767489 3.04 101.19
75% 770775 3.004 3.05 101.52 101.30
769465 3.04 101.19
1008951 3.99 99.34
100% 1007145 4.016 3.98 99.09 99.51
1016821 4.02 100.09
988491 3.91 97.99
100% 989278 3.990 3.91 97.99 98.07
990616 3.92 98.24
987791 3.91 97.99
100% 989306 3.990 3.91 97.99 97.90
986181 3.90 97.73
1234863 4.88 97.79
125% 1240947 4.990 4.91 98.39 98.12
1238603 4.90 98.19
1240360 491 98.39
125% 1243985 4.990 4,92 98.59 98.32
1235894 4.89 97.99
1253233 4.96 99.23
125% 1256264 4.998 4.97 99.43 99.30
1252805 4.96 99.23
Promedio 99.41 %
S 1.458
C.V.(%) 1.467
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Tabla N° 3.13 Porcentaje de recuperacion de Enoxolona

Analito
% < en la Analito hallado % de Promedio
L. Area .
Tedrico muestra (mg) recuperacion (%)
(mg)
651285 2.28 99.89
75% 645599 2.283 2.26 99.01 100.03
659763 2.31 101.20
654562 2.29 100.50
75% 658018 2.279 2.30 100.94 100.65
652793 2.29 100.50
632583 2.21 98.36
75% 628224 2.247 2.20 97.91 98.36
635202 2.22 98.80
884349 3.10 101.54
100% 867992 3.053 3.04 99.57 100.56
876154 3.07 100.56
842780 2.95 97.59
100% 858522 3.023 3.01 99.58 98.47
846858 2.97 98.25
850398 2.98 98.85
100% 839193 3.015 2.94 97.52 98.07
843542 2.95 97.85
1066214 3.73 98.66
125% 1069600 3.781 3.74 98.93 98.84
1067731 3.74 98.93
1062890 3.72 98.93
125% 1063323 3.760 3.72 98.93 98.84
1059255 3.71 98.66
1075138 3.76 99.88
125% 1072947 3.764 3.76 99.88 99.88
1072469 3.76 99.88
Promedio 99.30 %
S 1.097
C.V.(%) 1.105
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El criterio de aceptacion se expresa en funcion del porcentaje de recuperacion
(98 — 102 %), los valores obtenido en esta prueba cumple con dicho requisito al
obtenerse 100.42 %, 99.41 % y 99.30 % de analito recuperado de Clorhexidina
HCI, Benzocaina y Enoxolona respectivamente.

Se realiz6 en el “t” de student para confirmar que los valores obtenidos no
difieren significativamente del aceptado como referencia, para ello se calculé el t
experimental CON la ecuacion (Ec. 2.24), que fue comparado con el t tania, Se Obtuvieron

los siguientes resultados con un grado de confianza del 95 %

trabla para 9-1 = 8 grados de libertad y p = 0.05 : 2.306
t experimenta de Clorhexidina Clorhidrato : 1.059
t experimental de Benzocaina 1 1.207
t experimental de Enoxolona :1.900

Se cumple que el t experimental < t tabla. ESto comprueba que NO existe diferencia
significativa entre los valores de recuperacién mediay el 100 % (Valor esperado),
por lo que la exactitud es apropiada.

El criterio de aceptacion de 98 % al 102 % del porcentaje de recuperacion fue
establecido por normas oficiales (USP 40 — 2017), Aunque dicho criterio puede
depender de la forma farmacéutica del producto analizado, asi lo demuestra un
estudio de validacion de Benzocaina por espectrofotometria, donde dicho
parametro estd comprendido entre el 96 % - 104 % de recuperacion del analito.
(Suarez Perez, Garcia Pulpeiro, Ahmed Al-Sufi - 2001) existe una relacion
significativa entre la recuperacion mediay el 100 %, se concluye que la exactitud

es correcta.

3.5. PRECISION

Se expresa matematicamente, calculando la dispersion de los datos respecto a la
media. Se determin0 a realizar el ensayo de repetibilidad y precision intermedia.
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3.5.1. Repetibilidad de sistema
Se realizd mediante la inyeccion de 5 muestras estandar homogéneas, que se
encontraban en concentracion al 100% y cuyos resultados se muestran en la

tabla 3.14.

Tabla N° 3.14 Resultados obtenidos en el ensayo de repetibilidad

de sistema
N° Clorhexidina HCI Benzocaina Enoxolona
de Igeceion Area Area Area
1 2840539 905670 769063
2 2869825 914627 765826
3 2865411 926652 775218
4 2849639 911401 769814
5 2868098 911112 771124
Promedio 2858702 913892 770209
C.V. 0.45 0.86 0.44

El coeficiente de variacion (C.V.) fue calculado con la ecuacion (Ec.2.3), y
cuyo criterio de aceptacion es no mayor al 2 %, se observa que se obtuvieron
valores de 0.45, 0.86 y 0.44 para Clorhexidina HCI, Benzocaina y Enoxolona
respectivamente, dichos resultados se encuentran dentro del criterio de
aceptacion y con ello queda demostrada la cercania de coincidencia (grado de
dispersion) entre los resultados obtenidos de las muestras estandar homogéneas

bajo las condiciones establecidas por la aptitud del sistema.
3.5.2. Repetibilidad de método
Se realizé mediante la preparacion de 6 muestras homogéneas de la matriz
en estudio las cuales se encontraban en concentracion al 100%, los resultados

se muestran en la tabla 3.15, también se observan los porcentajes de

recuperacion obtenidos en este ensayo.
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Tabla N° 3.15 Datos obtenidos en el Ensayo de repetibilidad de método

Ne < < Area Porcentaje
Muestra Areal Area?2 Promedio (%)

M1 2885008 2916763 2900886 103.00
M2 2919240 2896739 2907990 103.04
M3 2875498 2856983 2866241 102.00
M4 2966999 2968089 2967544 105.60 Promedio 103.41

CLORHEXIDINA
HCL

M5 2892774 2873107 2882941  102.60 S 1.29
M6 2929369 2924984 2927177 10420  CV.(%)  1.25
M1 831854 832361 832108 99.75

< M2 834090 836976 835533 100.25

S M3 833976 827771 830874 99.25

S M4 835768 843456 839612 10025  Promedio  99.96

W M5 836488 839149 837819 100.25 S 0.40
M6 839663 844539 842101 10000  CV.(%) 040
M1 705251 703135 704193 102.33

< M2 704494 710007 707251 102.67

S M3 607907 697263 697585 101.00

X M4 713160 714926 714043 10367  Promedio 102.33

£ M5 702837 707987 705412 102.33 S 0.87
M6 701897 704894 703396 10200  CV.(%) 085

El coeficiente de variacion (C.V.) fue calculado con la ecuacion (Ec.2.3),
cuyo criterio de aceptacion es no mayor al 2 %, se observa que se obtuvieron
valores de 1.25, 0.40 y 0.85 para Clorhexidina HCI, Benzocaina y Enoxolona
respectivamente, dichos resultados se encuentran dentro del criterio de
aceptacion con lo que queda demostrado el grado de dispersion. Este parametro
de validacion también podria llevarse a cabo con un minimo de 9
determinaciones que cubran el intervalo especificado para el procedimiento, de
esta manera se trabajo en la validacion de un método analitico por
espectrofotometria para cuantificar Benzocaina (Suarez Perez, Garcia Pulpeiro,
Ahmed Al-Sufi - 2001), ambos procedimientos son validos segln
recomendacion de los documentos ICH.

3.5.3. Precision Intermedia

Se analizaron 6 muestras que fueron evaluadas por duplicado en dos dias
diferentes y dos instrumentos distintos; los resultados se muestran en tabla 3.16.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

UNIVERSIDAD
CATOLICA

g’ DE SANTA MARIA

Tabla N° 3.16 Resultados obtenidos en el ensayo de precision intermedia

N° Muestras

M1
M2
M3
M4
M5
M6
M1
M2
Dia 2 M3
M4
M5
M6

Dia1l

CLORHEXIDINA HCL

N° Muestras

M1
M2
M3
M4
MS
M6
M1
M2
M3
M4
M5
M6

Dia1l

BENZOCAINA

Dia 2

N° Muestras

M1
M2
M3
M4
M5
M6
M1
M2
M3
M4
M5
M6

Dia 1l

ENOXOLONA

Dia 2

Area 1l

2885008
2919240
2875498
2966999
2892774
2929369
3186485
3206336
3255317
3248866
3283574
3266365

Area 1l

831854
834090
833976
835768
836488
839663
1338650
1323150
1325460
1329987
1318762
1332743

Area 1l

705251
704494
697907
713160
702837
701897
898337
890764
891998
899634
891122
898150
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Area 2

2916763
2896739
2856983
2968089
2873107
2924984
3178925
3208199
3228719
3267136
3281111
3271074

Area 2

832361
836976
827771
843456
839149
844539
1327558
1327918
1321835
1331283
1324421
1332888

Area 2

703135
710007
697263
714926
707987
704894
896766
894286
892410
898901
897996
899357

Area
Promedio
2900886
2907990
2866241
2967544
2882941
2927177
3182705
3207268
3242018
3258001
3282343
3268720
Promedio
C.V. (%)
Area
Promedio
832108
835533
830874
839612
837819
842101
1333104
1325534
1323648
1330635
1321592
1332816
Promedio
C.V. (%)
Area
Promedio
704193
707251
697585
714043
705412
703396
897552
892525
892204
899268
894559
898754
Promedio
C.V. (%)

Porcentaje (%0)

103.00
103.04
102.00
105.60
102.60
104.20
99.99
100.60
101.80
102.30
103.00
102.60
102.56
1.44

Porcentaje (%)

99.75

100.25
99.25

100.25
100.25
100.00
100.75
100.00
100.13
100.00
99.75

100.50
100.08

0.39

Porcentaje (%0)

102.33
102.67
101.00
103.67
102.33
102.00
102.17
101.50
101.70
102.30
101.81
102.33
102.15
0.65
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Para determinar el resultado de éste parametro, se utiliz6 la ecuacion (Ec.
2.3) para determinar el coeficiente de variacion (C.V.) entre los resultados
obtenidos cada dia por separado, luego se calculo el coeficiente de variacion
(C.V.) entreel dialy el diaZ2, éste no debe ser mayor de 2 %. Se encontr6 que
en los tres analitos el coeficiente de variacion entre el dia 1 y el dia 2, es 1.44,
0.39 y 0.65 para Clorhexidina HCI, Benzocaina y Enoxolona respectivamente,
dichos valores son menores el 2 % con lo que queda demostrada la cercania de

coincidencia (grado de dispersién), que indica que el método es reproducible.

La (USP 40 - 2017), nos dice que ‘““La precision intermedia (también
conocida como tolerancia o fortaleza) expresa la variacion dentro de un
laboratorio, por ejemplo en diferentes dias, con diferentes analistas ““0”” con
equipos diferentes dentro del mismo laboratorio™, es por ello que en el presente
trabajo operativo de validacion se tomé como pauta la diferencia entre los dias
de ejecucion y la diferencia entre los equipos utilizados, mas no la diferencia

entre analistas.

En consulta con otros trabajos de validacién (Coripuna Luque — 2013), se
podria decir que este pardmetro no es necesario para todos los tipos de
validacion, sin embargo se considera que si se debe llevar a cabo debido a que
es requisito indispensable al momento de presentar un Dossier de especialidades
farmacéuticas ante la Digemid (Direccion General de Medicamentos, Insumos

y Drogas).

3.6. ESTABILIDAD DE LA MUESTRA PREPARADA

Las 6 muestras analizadas al tiempo “0” horas seré considerado grupo 1; al
tiempo “12” horas sera considerado grupo 2 y al tiempo “24” horas sera
considerado grupo 3, los resultados se muestran en las tablas 3.17, 3.19 y 3.21
para Clorhexidina Cl, Benzocaina y Enoxolona respectivamente. Del mismo
modo los resultados del calculo del sesgo se realizaron en funcion a la ecuacion
(Ec. 2.25), cuyos valores se muestran en las tablas 3.18, 3.20 y 3.22.
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Tabla N° 3.1.7. Resultados del coeficiente de variacién en el ensayo de
estabilidad de muestra preparada de Clorhexidina HCI

Tiempo M1 M2 M3 M4 M5 M6

Areal 3186485 3206336 3255317 3248866 3283574 3266365

ngn Area2 3178925 3208199 3228719 3267136 3281111 3271074

horas  promedio 3182705 3207268 3242018 3258001 3282343 3268720 3240176
CV.(%) 0.17 0.04 0.58 0.40 0.05 0.10 1.16
Areal 3367248 3237242 3239951 3394337 3313247 3345286

nion Area2 3362749 3241135 3238419 3392893 3297868 3349298

horas  promedio 3364999 3239189 3239185 3393615 3305558 3347292 3314973
CV.(%) 0.09 0.08 0.03 0.03 0.33 0.08 1.88
Areal 3601239 3659211 3588883 3599138 3573087 3755409

wogn Area2 3619127 3686382 3575667 3587778 3587431 3762811

horas  promedio 3610183 3672797 3582275 3593458 3580259 3759110 3633014

CV.(%) 035 0.52 0.26 022 11580 0.14 1.87

Promedio entre
grupos1,2y3
C.V. (%) entre
grupos1,2y3

3396053.97

1.42

Tabla N° 3.18. Resultados del % de recuperacion para calcular de sesgo de

estabilidad de muestra preparada de Clorhexidina HCI

Tiempo Resultado (%) Promedio  Sesgo
(h) M1 M2 M3 M4 M5 M6 (%) (b)
"o" 99.99 100.60 101.80 102.30 103.00 102.60 101.72 -

"2t 102.13 100.25 100.38 10250 100.25 102,50  101.33 0.38
24" 101.88 102.75 101.25 101.00 99.68 105.46 102.00 0.29
Promedio de sesgo ~ 0.33

e(%) 033
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Tabla N° 3.19. Resultados del coeficiente de variacién en el ensayo de

estabilidad de muestra preparada de Benzocaina

Tiempo M1 M2 M3 M4 M5 M6

Areal 1338650 1323150 1325460 1329987 1318762 1332743
v hopqe ATeR2 1327558 1327918 1321835 1331263 1324421 1332888
Promedio 1333104 1325534 1323648 1330635 1321592 1332816 1327888
CV.(%) 059 025 019 007 030 00l 037
Areal 1349026 1323279 1326353 1356221 1325898 1352181
wipv  Area2 1347067 1321580 1324429 1352333 1321332 1350243
horas  promedio 1348047 1322430 1325391 1354277 1323615 1351212 1337495
CV.(%) 010 009 010 020 024 010 109
Areal 1141753 1150801 1134272 1130533 1117435 1180026
woge Area2 1141194 1150898 1133054 1127095 1115248 1181900
horas  promedio 1141474 1150850 1133663 1128814 1116342 1180963 1142017

CV.(%) 0.03 0.01 0.08 0.22 0.14 0.11 1.87

Promedio entre
grupos1,2y3
C.V. (%) entre
grupos 1,2y 3

1269133.5

1.48

Tabla N° 3.20 Resultados del % de recuperacion para calcular de sesgo
de estabilidad de muestra preparada de Benzocaina

Tiempo (resultado) (%) Promedio  Sesgo

(h) M1 M2 M3 M4 M5 M6 (%) (b)
"o" 100.75 100.00 100.13 100.00 99.75 100.50 100.19 -
"12" 102.13 100.25 100.38 102,50 100.25 102.50 101.33 1.15
24" 101.88 102.75 101.25 101.00 99.75 105.50 102.02 1.83
Promedio de sesgo  1.49

e (%) 149
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Tabla N° 3.21. Coeficiente de variacion en el ensayo de estabilidad de
muestra preparada de Enoxolona

TIEMPO M1 M2 M3 M4 M5 M6

Areal 898337 890764 892410 898901 897996 899357
ngn Area2 896766 894286 892204 899268 894559 898754
horas  promedio 897552 892525 892307 899085 896278 899056 896134
CV.(%) 012 0.28 0.02 0.03 0.27 0.05 0.34
Areal 904915 887459 889233 912728 893638 908595
"ot Area2 905163 887279 889144 911689 892517 907956
horas  promedio 905039 887369 889189 912209 893078 908276 899193
CV. (%) 0.02 0.01 0.01 0.08 0.09 0.05 1.13
Areal 845843 854469 843535 842070 834832 883527
Y Area2 848952 856407 842376 840920 831892 882655
horas  promedio 847398 855438 842956 841495 833362 883091 850623

CV.(%) 0.26 0.16 0.10 0.10 0.25 0.07 1.96

Promedio entre
grupos1,2y3
C.V. (%) entre
grupos1,2y3

881983

131

Tabla N°
3.22. Resultados del % de recuperacion para calcular de sesgo de
estabilidad de muestra preparada de Enoxoloma

Tiempo (resultado) (%) Promedio  Sesgo
(h) M1 M2 M3 M4 M5 M6 (%) (b)
"o" 102.17 10150 101.70 102.30 101.81 102.33 101.97 --

"12" 104.00 101.67 102.00 104.67 102.47 104.33 103.19 1.22
24" 104.33 105.33 103.67 103.67 102.67 105.33 104.17 2.20
Promedio de sesgo  1.71

e(%) 1.68
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El criterio de aceptacion, establece que el coeficiente de variacién (C.V.)
de los resultados obtenidos entre los grupos 1, 2 y 3 no debe ser mayor al 2 %.

Mientras que el sesgo no debe ser mayor a 3 %.

Para determinar el coeficiente de variacion (C.V.), se utilizé la ecuacion
(Ec. 2.3), el procedimiento para calcular dicho valor consisti6 en determinar el
(C.V.) de cada grupo de andlisis (1, 2 y 3) por separado para luego calcular un
nuevo (C.V.) entre los resultados obtenidos en los tres grupos.

Los valores calculados fueron de 1.42 %, 1.48 %y 1.31 % para Clorhexidina
HCI, Benzocaina y Enoxolona respectivamente, dichos valores se encuentran

dentro del criterio de aceptacion.

El valor de sesgo calculado fue de 0.33 %, 1.49 % y 1.68 % para
Clorhexidina HCI, Benzocaina y Enoxolona respectivamente por lo que a partir
de ello se demuestra que no hay error significativo entre los tres grupos
evaluados, esto respalda la teoria de que las muestra preparada se mantiene
estable hasta 24 horas después de haber sido preparada.

3.7. RESUMEN DE RESULTADOS.

Se muestran en las tablas 3.23, ademas es preciso mencionar las caracteristicas del
método las culés fueron:

0 Procedimiento analitico: Categoria |

o0 Parametros: Exactitud, Precision, Selectividad y Linealidad, ademas se

agregd un ensayo de estabilidad de muestra preparada.

0 Preparacion farmacéutica: Clorhexidina Clorhidrato 5 mg + Benzocaina 4

mg + Enoxolona 3 mg Comprimidos orales.

o Tipo de validacion: Prospectiva
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Tabla N° 3.23 Resumen de resultados de la validacion de Clorhexidina Clorhidrato + Benzocaina + Enoxolona

RESULTADOS
CRITERIO DE
ENSAYOS ; CLORHEXIDINA _

ACEPTACION o BENZOCAINA ENOXOLONA
1. SELECTIVIDAD
Del Sistema Ausencia de interferencia Conforme Conforme Conforme
Del Método Ausencia de interferenia Conforme Conforme Conforme
Interferencia del Placebo <al 2.0% 0.0 % 0.0% 0.0 %
2. LINEALIDAD DEL SISTEMA
Coeficiente de Correlacion >a0.999 0.99935 0.99937 0.99904
Coeficiente de Determinacion >a 0.998 0.99870 0.99875 0.99808
Test estadistico para “r” t tabla = 2.160

p = 0.05; y n-2 grados de libertad

{ regresion > t tabla

T regresion = 99.935

T regresisn = 101.916

T regresion = 82.206

Coeficiente de Variacion (C.V.) >a5.0% 1.611 1.201 1.571
Test de Proporcionalidad del Intercepto t tabla = 2.160

. t experimental = 1.955 1.046 1.579
p = 0.05; y n-2 grados de libertad t experimental < { tabla
Prueba de Linealidad de la Pendiente t tabla = 2,160

i { experimental = 100.21 101.89 82.11
p = 0.05; y n-2 grados de libertad { experimental > { tabla

Continda ...
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3. LINEALIDAD DEL METODO

Coeficiente de Correlacion >a 0.999 0.99907 0.99915 0.99913
Coeficiente de Determinacion >a0.998 0.99814 0.99831 0.99825
Test estadistico para “r” t tabla = 2.365

p = 0.05; y n-2 grados de libertad

{ regresion > 1 tabla

T regresisn = 61.290

T regresion = 64.304

T regresion = 63.191

Coeficiente de Variacion (C.V.)

<5.0%

1.051

1.453

0.975

Test de Proporcionalidad del Intercepto

p = 0.05; y n-2 grados de libertad

1 tabla = 2.365

t experimental < T tabla

t experimental = 1.025

t experimental = 2.022

t experimental = 0.505

Prueba de Linealidad de la Pendiente
p = 0.05; y n-2 grados de libertad

t tabla = 2.365

t experimental > 1 tabla

t experimental = 61.335

t experimental = 64.292

t experimental = 63.241

4. PRECISION

Repetibilidad CV.<20 1.25 0.40 0.85
Precision Intermedia CV.<20 1.44 0.39 0.65
6. EXACTITUD

El % de recuperacion promedio 98 % — 102 % 100.42 % 99.41 % 99.30 %

Test de recuperacion media
P =0.05; y n-1 = Grados de libertad

t tabla = 2.306

t experimental <t tabla

t experimental = 1.059

t experimental = 1.207

t experimental = 1.900

7. ESTABILIDAD DE MUESTRA PREPARADA

Coeficiente de variacion (C.V.)

<20%

1.42

1.48

1.31

Sesgo

<3%

0.33

1.49

1.68
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. CONCLUSIONES

Primero:

Se concluye que los resultados obtenidos en las pruebas realizadas, en
relaciones con los criterios de aceptacion, son aceptables, por lo que el método
analitico queda validado y apto para su uso en el control de calidad cuantitativo

de la matriz en andlisis.

Segundo:

Se desarrollé la validacion de una técnica analitica por Cromatografia Liquida
de Alta Performance (HPLC) para cuantificar Clorhexidina Clorhidrato 5 mg +
Benzocaina 4 mg + Enoxolona 3 mg en Comprimidos orales, y se demostré con
el cumplimiento de la aptitud de sistema, que las condiciones cromatograficas son
adecuadas utilizando un fase mévil compuesta por Octanosulfonato de Sodio (2g
: 252mL): Acetonitrilo (528 mL): Metanol (190 mL): y Acido Acético Glacial (30
mL), con lo que se pudo comprobar la idoneidad de los pardmetros de validacion

segun los criterios establecidos por las normas de BPM.
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Tercero:
Se determind el cumplimiento de los parametros de validacién encontrandose

que el método analitico es:

- Selectivo por la ausencia de eluciéon de compuestos de degradacion ajenos a
los analitos estudiados, lo cual es indicativo de que el método analitico es

especifico para la determinacion cuantitativa de la matriz en estudio.

- Lineal porque en el intervalo de concentracion de (50%, 75%, 100%, 125%,
150%) usado en la linealidad de sistema, se obtuvieron coeficientes de
correlacion de r genzocaina = 0.99937, r clorhexidina Hcl = 0.99935 Y I Enoxolona =
0.99904, mientras que en el intervalo de concentracién de (75%, 100%, 125%)
usado en la linealidad método se obtuvieron coeficientes de correlacion de r
Benzocaina = 0.99875, I clorhexidina el = 0.99814 Y I Enoxolona = 0.99825.

- Preciso porque los coeficientes de variacion obtenidos en la prueba de
Repetibilidad fueron de 1.25%, 0.40% y 0.85% para para Clorhexidina HCI,
Benzocaina y Enoxolona respectivamente, mientras que en la Precision
Intermedia fueron de 1.44%, 0.39% y 0.65% para Clorhexidina HCI,
Benzocaina y Enoxolona respectivamente, lo que demuestra que el método

puede ser reproducible.

- Exacto porque los porcentajes de recuperacion obtenidos fueron de 100.42%,
99.41% y 99.30% para Clorhexidina HCI, Benzocaina y Enoxolona
respectivamente, dichos valores son cercanos al valor esperado (100%) vy

demuestran que el método tiene un alto grado de exactitud.

Cuarto:

Se demostrd con los ensayos de estabilidad de muestra preparada, que las
concentraciones de los analitos en la matriz compuesta por Clorhexidina HCI 5
mg + Benzocaina 4 mg + Enoxolona 3 mg en comprimidos orales, se conserva
después de 12 y 24 horas, siempre y cuando estas hayan sido conservadas bajo
condiciones de temperatura de 2° a 8°C. Dicha afirmacion se respalda al haber
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obtenido valores de sesgo de 0.33%, 1.49% y 1.68% entre los grupos 1, 2 y 3,

para Clorhexidina HCI, Benzocaina y Enoxolona respectivamente.

4.2. RECOMENDACIONES

e En larealizacion de toda validacion es recomendable que todos los equipos y
materiales utilizados cuenten con la verificacién y/o calibracion necesaria

para garantizar la confiabilidad de los resultados que se presentan.

e Es conveniente complementar el ensayo de selectividad con un estudio de

pureza de pico utilizando un método alternativo.

e Es necesario que el personal que realiza la validacion y cualquier analisis
fisicoquimico cuente con la instruccion adecuada por medio de capacitaciones
e instruccion acerca del manejo de equipos, materiales y reactivos para el

cumplimiento de las buenas practicas de laboratorio.

e Se recomienda continuar con el estudio para detectar posibles sustancias de

degradacidn o disolventes residuales.
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ANEXO N°1. CROMATOGRAMAS CORRESPONDIENTES A LA
SELECTIVIDAD DE SISTEMA
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ANEXO N° 6. CROMATOGRAMAS DE ESTABILIDAD DE MUESTRA
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ANEXO N° 7.

Tabla de cuantiles de la distribucion t de Student

=t t

{a El drea de las dos coln el sombasadaen la Heura.
{hh 8 Hy, es direccional, s cabeceras de s colummasg deben ser divididas por 2 cuzmdo se
acot el P-valag.

AREA DE DOS COLAS

ql 0,20 n,10 0,05 0,02 .01 0,001 0,0001

1 3,078 G,3l4 12,706 31,E2L &3,657 636,619 G3IEE, 198
2 1,EEE =,920 4,303 &,695 9,935 31,598 g3, 99z
3 1,638 2,353 3, 1B 4,541  5,B41 12,924 2B, 00D
F 1,533 2,132 z, 776 3,747 4,604 E,G1D 15, 544
5 1,476 2,015 z, 571 3,385 4,032 G,EGT 11,178
6 1,440 1,943 z,447 3,143 3,707 5,959 9, DBEZ
7 1,415 1,B95 z,365 2,998 3,499 5,408 7, BES
B 1,387 1,EGD z, 306 2,B9G6 3, 355 5,041 7,120
3 1,383 1,B33 ?,262 2,BZL 3,250 4,7BL G, 594
1n 1,37 1,B1Z2 2,228 2, TEd 3,169 4,5B7 G, Z1L
i1 1,363 1,796 z,z0L Z,7LE  3,1l0G 4,437 5,921
12 1,356 1,7TEZ z, 179 2,68l 3,055 4,31E 5, Gad
13 1,350 1,77L z,lG60 2,850 3, 0LZ 4,221 5,513
14 1,345 1,76L 7,145 2, 624 Z, 8977 4,140 5, 363
15 1,341 1,753 z,l31 2,802 2,947 4,073 5, 239
16 1,337 1,746 z,lz0 2,583 2,921 4,015 5,134
17 1,333 1,740 z,1l0 2,587 Z,B9E 3,965 5, 0dd
18 1,330 1,734 ,10l 2,552 Z,ETE 3,92z 4, 966
19 1,32 1,729 z,093 2,538  2,BGL 3,EE3 4, BOT
20 1,325 1,725 z,0BG 2,52B  2,B45 3,850 4, B3T
21 1,323 1,72L 2,080 2,51lB Z,B3L 3,BLD 4, TE4
22 1,321 1,717 z,074 2,50 2,BL% 3,79z 4, 736
23 1,319 1,714 z,069 2,500 2, BOT 3,767 4, 593
24 1,31E 1,71l z,06d Z,daz  Z, 747 3,745 4, G54
25 1,316 1,708 z,060 2,485 2, TET 3,725 4,&19
26 1,315 1,706 z,05G6 2,473 2,774 3,707 4, SET
27 1,314 1,703 2,052 2,473 2, TTL 3,690 4, 558
28 1,313 1,70l z,04B 2,467 2, 763 3,674 4,530
L] 1,311 1,699 z, 045 2,462 2, 756 3,659 4,506
an 1,310 1,697 z,042 2,457 2,750 3,646 4, 4EZ
40 1,303 1,GE4d z, 021 2,423 %, 704 3,551 4, 37L
60 1,296 1,G7L z,000 2,390 2, GG0 3,460 4, 1&9
100 1,290 1,GG0 1,984 2, 364 z, G2G 3,390 4,053
140 1,2BE 1,656 1,977 2,353 2, 6L1 3,361 4, 00G
o 1,ZEZ 1,545 1,960 2,3Z& 2,576 3,291 3, BOL

Do Exmdistica i looy . Oiperativa Universrat de YValencia
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ANEXO N° 8.
FORMULA CUALICUANTITATIVA

Clorhidrato De Clorhexidina 5 mg + Benzocaina 4 mg + Enoxolona 3 mg

Comprimidos Orales

Cada Comprimido Contiene:

PRINCIPIO ACTIVO CANTIDAD FUNCION
Clorhidrato de clorhexidina 5.000 mg Principio Activo
Benzocaina 4.000 mg Principio Activo
Enoxolona 3.000 mg Principio Activo
EXCIPIENTES

Sacarosa 251.500 mg Diluyente

Manitol 811.000 mg Diluyente
Sucralosa 4.000 mg Agente edulcorante
Dioxido de Silicio coloidal 12.000 mg Deslizante
Polisorbato 80 24.000 mg Agente solubilizante
Povidona (K 30) 54.000 mg Aglutinante

Talco 7.500 mg Lubricante
Estearato de Magnesio 12.000 mg Lubricante
Fumarato sodico de Estearilo 12.000 mg Lubricante
Alcohol etilico 96 ° 0.235 mL Disolvente
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ANEXO N° 9. CERTIFICADOS DE ANALISIS DE LOS EQUIPOS UTILIZADOS

/\)G\'Euu/"c GV\®

Nombre del Estandar
NUmero de lote

LABORATORIOS NATURALES Y GENERICOS ‘ SALC

CERTIFICADO DE ANALISIS

: Clorhidrato de Clorhexidina
: SMAART/QC/CHH/2015/010

Fecha de Analisis : 2015-11-26

Fecha de Vencimiento : 2018-08-31

Cantidad : 5000 mg aprox.

Procedencia . India

Conservacion :Conservar en ~envases impermeables
protegidos de la luz.

Pruebas Especificaciones Resultados

Descripcion Polvo cristalino blanco a Polvo cristalino blanco
casi blanco

Solubilidad Poco soluble en agua y en | Poco soluble en aguay en

propilenglicol,
ligeramente
etanol (96%)

muy

soluble en

propilenglicol, muy
ligeramente soluble en
etanol (96%)

Pérdida por secado

No mas de 1,0 %

0,04 %

Pureza

97,02 - 101,00 % Tal Cual

98,43 % Tal Cual

Estandar de Trazabilidad:

Clorhidrato de Clorhexidina CRS

Lote: 2

Metodologia Analitica: Cuantificacion por Titulacion Potenciometrica segtin BP

Laboratorios Naturales y Genericos S.A.C.

Miguel Grau 317 Cerro Colorado Arequipa, Perti {(054) 251292
Parque Industrial de Rio Seco Calle1 Mza A’ 3 Cerro Colorado Arequipa, Perti (054) 316031
Inscrita en la Partida N° 11006712 SUNARP

www.laboratoriosportugal.com
e-mail: labportugal@laboratoriosportugal.com
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LABORATORIOS NATURALES Y GENERICOS ’ S.A.C.

CERTIFICADO DE ANALISIS

Nombre del Estandar : Enoxolona
Numero de lote : 14051003
Fecha de Analisis : 2015-11-27
Fecha de Vencimiento : 2018-05-11
Cantidad : 5000 mg aprox.
Procedencia : China
Conservacién :Conservar en -"envases impermeables
protegidos de la luz.
Pruebas Especificaciones Resultados
Descripcion Polvo cristalino blanco a Polvo cristalino casi
casi blanco blanco
Solubilidad Practicamente insoluble en | Practicamente  insoluble
agua, soluble en etanol, i en agua, soluble en
escasamente soluble en | etanal, escasamente

cloruro de metileno.

soluble en cloruro de
metileno.

Pérdida por secado

Maximo 0,5 %

0,16 %

Pureza

97,51 -101,00 % Tal Cual
F

100,76 % Tal Cual

Estandar de Trazabilidad:

Enoxolona CRS EP
Lote: 2

Metodologia Analitica: Cuantificacién por Titulacién Potenciometrica segtin BP

Laboratorios Naturales y Genericos S.A.C.

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis

Miguel Grau 317 Cerro Colorado Arequipa, Perd (054) 251292
Parque Industrial de Ric Seco Calle1 Mza A’ 3 Cerro Colorado Arequipa, Perti (054) 316031
Inscrita en la Partida N° 11006712 SUNARP
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I.ABORATORIOS NATURALES Y GENERICOS , S.AC.

CERTIFICADO DE ANALISIS

Nombre del Estandar : Enoxolona
Numero de lote : 14051003
Fecha de Analisis : 2015-11-27
Fecha de Vencimiento : 2018-05-11
Cantidad : 5000 mg aprox.
Procedencia : China
Conservacion :Conservar en “envases impermeables
protegidos de la luz.
Pruebas Especificaciones Resultados
Descripcion Polvo cristalino blanco a Polvo cristalino casi
casi blanco blanco
Solubilidad Practicamente insoluble en | Practicamente  insoluble
agua, soluble en etanol, | en agua, soluble en
escasamente soluble en | etanol, escasamente
cloruro de metileno. soluble en cloruro de
metileno.
Pérdida por secado Maximo 0,5 % 0,16 %
Pureza 97,51 — 101,00 % Tal Cual 100,76 % Tal Cual
; :

Estandar de Trazabilidad:

Enoxolona CRS EP

Lote: 2

Metodologia Analitica: Cuantificacién por Titulacién Potenciometrica segiin BP

Laboratorios Naturales y Genericos S.A.C.

Miguel Grau 317 Cerro Colorado Arequipa, Perti (054) 251292 _ www.IaboratoriosportugaI.com
Parque Industrial de Rio Seco Calle1 Mza A’ 3 Cerro Colorado Arequipa, Perd (054) 316031 e-mail; labportugal@laboratoriosportugal.com
Inscrita en la Partida N° 11006712 SUNARP
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Certificate of Analysis

1.00063.0000 Acetic acid (glacial) 100% anhydrous for analysis EMSURE® ACS,ISO,

Reag. Ph Eur

Batch K48283163
Spec. Values Batch Values

Assay (alkalimetric) 299.8 % 99.9 %
Identity passes test passes test
Colour <10 Hazen =5 Hazen
Acetaldehyde =2 ppm <2 ppm
Acetic anhydride <100 ppm 27 ppm
Titratable base = 0.0004 meq/g < 0.0004 meqlg
Solidification temperature 2 16.3 °C 16.4 °C
Chloride (Cl) =04 ppm <0.2 ppm
Phosphate (PQOa) =04 ppm <01 ppm
Heavy metals (as Pb) 0.5 PpM <0.5 Ppm
Sulphate (SO.) =04 ppm <04 ppm
Ag (Silver) < 0.005 ppm < 0.005 ppm
Al (Aluminium) < 0.020 ppm < 0.010 ppm
As (Arsenic) <0.010 ppm = 0.005 ppm
Au (Gold) <0.010 ppm < 0.005 ppm
B (Boron) <0.100 ppm <0.010 ppm
Ba (Barium) =0.010 ppm < 0.005 ppm
Be (Beryllium) = 0.005 ppm < 0.005 ppm
Bi (Bismuth) = 0.050 Ppm =0.010 PpmM
Ca (Calcium) <0.100 ppm <0.020 ppm
Cd (Cadmium) £0.020 ppm <0.010 ppm
Co (Cobalt) =0.010 ppm < 0.005 ppm
Cr (Chromium) < 0.020 ppm <0.010 ppm
Cu (Copper) =0.010 ppm < 0.005 ppm
Fe (Iron) < 0.050 ppm < 0.040 ppm
Ga (Gallium) =0.050 ppm <0.010 ppm
Ge (Germanium) =0.020 ppm <0.010 ppm
Hg (Mercury) < 0.005 ppm < 0.005 ppm
In (Indiumy) < 0.050 ppm <0.050 ppm
K (Potassium) <0.100 ppm <0.050 ppm
Li (Lithium) =0.010 ppm < 0.005 ppm
Mg (Magnesium) < 0.050 ppm <0.010 pPpm
Mn (Manganese) £0.010 ppm <0.005 ppm
Mo (Molybdenum) =0.010 ppm < 0.005 ppm
Na (Sodium) =0.200 ppm <0.010 ppm
Ni (Nickel) =0.020 ppm <0.010 ppm
Pb (Lead) <0.010 ppm < 0.005 ppm
Pt (Platinum) <0.100 ppm < 0.050 ppm
Sn (Tin) =0.050 ppm <0.010 ppm
Sr (Strontium) =0.010 ppm < 0.005 ppm
Ti (Titanium) < 0.050 ppm <0.010 Ppm
Merck KGaA, Frankfurter Strae 250, 64293 Darmstadt (Germany): +49 6151 72-0 Page 1 of 2

EMD Millipore Corporation - a subsidiary of Merck KGaA, Darmstadt, Germany
290 Concord Road, Billerica, MA 01821, USA, Phone: (978) 715-4321

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis
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1.00063.0000 Acetic acid (glacial) 100% anhydrous for analysis EMSURE® ACS,ISO,
Reag. Ph Eur

Batch K48283163

TI (Thallium) = 0.020 ppm < 0.010 ppm
V (Vanadium) =0.010 ppm < 0.005 ppm
Zn (Zinc) <0.030 ppm < 0.010 ppm
Zr (Zirconium) =0.050 ppm < 0.010 ppm
Substances reducing potassium dichromate  passes test passes test

Substances reducing potassium <20 ppm <20 ppm
permanganate

Evaporation residue <5 ppm <5 ppm
Water =02 % 0.10 %
Dilution test passes test passes test

Minimum shelf life: see product label

Date of examination (DD.MM.YYYY) 30.08.2016

Dr. Reiner Vogt
Responsible laboratory manager quality control

This document has been produced electronically and is valid without a signature.

Merck KGaA, Frankfurter StraRe 250, 64293 Darmstadt (Germany): +49 6151 72-0 Page 2 of 2
EMD Millipore Corporation - a subsidiary of Merck KGaA, Darmstadt, Germany

290 Concord Road, Billerica, MA 01821, USA, Phone: (978) 715-4321
SALSA Version 460087 /990000363537// Date: 30.08.2016

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos
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1.00030.0000 Acetonitrile gradient grade for liquid chromatography LiChrosolv® Reag. Ph

Eur

Batch 1851230
Batch Values

Purity (GC) =999 %
Identity (IR) conforms
Evaporation residue s20 mg/l
Water =0.02 %
Colour =10 Hazen
Density (d 20 °C/20 °“C) 0.78
Refractive index (n 20/D) 1.344
Bailing range (80-82°C) 295 % (viv)
Acidity = 0.0002 meqg/g
Alkalinity = 0.0002 meqgl/g
Gradient grade (at 210 nm) 0.1 mAU
Gradient grade (at 254 nm) 0.1 mAU
Fluorescence (as quinine at 254 nm) 0.1 ppb
Fluorescence (as quinine at 365 nm) 0.1 ppb
Transmission (at 193 nm) 75 %
Transmission (at 195 nm) 88 %
Transmission (from 230 nm) 298 %

Filtered by 0.2 pm filter.

Suitable for UPLC / UHPLC /Ultra HPLC - instruments.

Conforms to Acetonitrile for chromatography and Acetonitrile R1 according to Reag.Ph Eur;
conforms to the requirements of ACS for liquid chromatography suitability.

Date of release (DD.MM.YYYY) 07.09.2016
Minimum shelf life (DD.MM.YYYY) 30.09.2019

Dr. Ute Volkwein
Responsible laboratory manager quality control

This document has been produced electronically and is valid without a signature.

Merck KGaA, Frankfurter Stralle 250, 64293 Darmstadt (Germany): +49 6151 72-0 Page 1 of 1
EMD Millipore Corporation - a subsidiary of Merck KGaA, Darmstadt, Germany

290 Concord Road, Billerica, MA 01821, USA, Phone: (978) 715-4321
SALSA Version 463101 /9900003672361 Date: 07.09.2016

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE ~“CATOLICA ,—

TESIS UCSM Y o

Certificate of Analysis

1.06007.0000 Methanol gradient grade for liquid chromatography LiChrosolv®
Reag. Ph Eur

Batch 1850707

Batch Values
Purity (GC) 2999 %
Identity (IR) conforms
Evaporation residue =20 mg/l
Water <0.02 %
Colour =10 Hazen
Density (d 20 °C/20 °C) 0.793
Boiling point 64 - 65 °C
Acidity <= 0.0002 meqg/g
Alkalinity = 0.0002 meaq/g
Gradient grade (at 235 nm) =20 mAU
Gradient grade (at 254 nm) < 1.0 mAU
Fluorescence (as quinine at 254 nm) =1.0 ppb
Fluorescence (as quinine at 365 nm) =05 ppb
Transmission (at 210 nm) =20 %
Transmission (at 220 nm) z 60 %
Transmission (at 230 nm) 275 %
Transmission (at 235 nm) 283 %
Transmission (at 250 nm) =95 %
Transmission (from 260 nm) =98 %
Absorbance (at 225 nm) 0.146

Filtered by 0.2 pm filter.
Suitable for UPLC f UHPLC /Ultra HPLC - instruments.

Conforms to Methanol R1 and R2 according to Reag. Ph Eur;
conforms to the requirements of ACS for liquid chromatography suitability.

Date of release (DD.MM.YYYY) 02.09.2016
Minimum shelf life (DD.MM.YYYY) 30.09.2019

Dr. Ute Volkwein
Responsible laboratory manager quality control

This document has been produced electronically and is valid without a signature.

Merck KGaA, Frankfurter Stralle 250, 64293 Darmstadt (Germany): +49 6151 72-0 Page 1 of 1
EMD Millipore Corporation - a subsidiary of Merck KGaA, Darmstadt, Germany

290 Concord Road, Billerica, MA 01821, USA, Phone: (978) 715-4321
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1.18307.0000 Octane-1-sulfonic acid sodium salt for ion pair chromatography LiChropur®

Batch K47521707

Spec. Values Batch Values
Assay (alkalimetric, calculated on dried 299.0 % 100.0 %
substance)
Identity (IR-spectrum) conforms conforms
pH (100 g/l, water) 55-75 5.9
UV-transmission (0.005 mol/l; 1 ¢m; Water) 270 % 270 %
(at 200 nm)
UV-transmission (0.005 mol/l; 1 ¢m; Water) 290 % 290 %
(at 220 nm)
UV-transmission (0.005 mol/l; 1 cm; Water) =298 % =298 %
(at 250 nm)
Loss on drying (120 °C; 4h; Vacuum) =20 % =20 %

Date of release (DD.MM.YYYY) 25.01.2016
Minimum shelf life (DD.MM.YYYY) 31.01.2019

Dr. Christian Urban
Responsible laboratory manager quality control

This document has been produced electronically and is valid without a signature.

Merck KGaA, Frankfurter Stralle 250, 64293 Darmstadt (Germany): +49 6151 72-0 Page 1 of 1
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1.07209.1000 Hydrogen peroxide 30% (Perhydrol®) for analysis EMSURE® ISO

Specification

Assay (manganometric) = 30.0 %
Colour <10 Hazen
Free acid (as H=SO4) <30 ppm
Chloride (CI) 0.5 ppm
Nitrate (NOs) <2 ppm
Phosphate (PQ.) =1 ppm
Sulphate (SOs) <1 ppm
Heavy metals (as Pb) =1 ppm
Total nitrogen (N) =4 ppm
Al (Aluminium) =05 ppm
As (Arsenic) =0.01 ppm
Ba (Barium) = 0.05 ppm
Be (Beryllium) =0.01 ppm
Bi (Bismuth) <041 ppm
Ca (Calcium) =0.2 ppm
Cd (Cadmium) <0.01 ppm
Co (Cobalt) <0.01 ppm
Cr (Chromium) <0.02 ppm
Cu (Copper) =0.01 ppm
Fe (lron) <0.05 ppm
Ge (Germanium) = 0.05 ppm
K (Potassium) =01 ppm
Li (Lithium) <0.01 ppm
Mg (Magnesium) =0.05 ppm
Mn (Manganese) =0.01 ppm
Mo (Molybdenum) =0.02 ppm
Na (Sodium) <01 ppm
Ni (Nickel) < 0.02 ppm
Pb (Lead) =0.01 ppm
Sr (Strontium) <0.01 ppm
Ti (Titanium) <01 ppm
Tl (Thallium) £0.05 ppm
V (Vanadium) <0.01 ppm
Zn (Zinc) £0.05 ppm
Zr (Zirconium) = 0.1 ppm
Non volatile matter =50 ppm
ISO-reagent
Expiry date: see product label

Dr. Reiner Vogt

Responsible laboratory manager quality control
Merck KGaA, Frankfurter StraBBe 250, 64293 Darmstadt (Germany): +49 6151 72-0 Page 1 of 2

EMD Millipore Corporation - a subsidiary of Merck KGaA, Darmstadt, Germany
290 Concord Road, Billerica, MA 01821, USA, Phone: (978) 715-4321
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SERVICIO Y ATENCION TECNICA EN CALIBRACIONES.

Nimero de Certificado M0270 2016

_ . Orden de Servicio 0120 - EX - 11114 .

ﬁ Solicitante LABORATORIOS NATURAL%ES Y GENERICOS S.A.C,
Direccién Calle Miguel Grau N° 317 Urb. La Libertad - Cer}o Colorado - Arequipa
Objeto de Calibracién BALANZA
Marca METTLER TOLEDO
Madelo XP105DR
Serie B015024435
Procedencia SUIZA

5 dentificacisn ' CC-BLZ-010

Capacidad Maxima 31g/120 g
Divisién de escala {d ) 0,00001 g/0,0001 g
Divisién de verificacién (e ) 0,001¢g
Tipo ELECTRONICA
Uhicacion ; ZONA DE PESADO
Fecha de Calibracién 2016-03-30
Método de Calibracién

Comparacién directa con pesas patrones de acuerdo al Procedimiento de Calibracion de Balanzas de
Funcionamiento no Automéatico Clase | y Clase 1. PC - 011 del SNM-INDECOPI, Cuarta Edicién abril 2010.

Lugar de Calibracién ZONA DE PESADO
Calle Miguel Grau N° 317 Urb, La Libertad - Cerro Colorado - Arequipa .

Condiclones Amblentales

235°C | .288°C
689 % -681%

Incertidurtibte -‘

La incertidutbre reportada an el presente certificado s [a Incertidumbre expahtida de medicién que resulta de
multiplicar & Incartidumbre estandar por el factor de csbertura k=2, La estimacion de la incertidumbre se realizé
segun ef Prosedimiento de Cailbracion de Balanzas de Funclonamiento no Automético Clase | y Clase Ul. PC -
011 del SNMINDECORI, Cuarta Edicion abril 2010, Gehataimente, el valor de la maghitud esté dentro del

intervalo de 108 valotas determinados con la incertidumbre expandida con una probabilidad de aproximadamente
85 %. )

PR de B Jefe g Linea - Callbracien

| 2016:0404  Férnando Chacand Linarss
STRIAL DEL PERU SA c '
anto 44l pusde publicarse o reproducirse de formp completn

&1 coniéh

Quitnies Sulzk alidal Pocd SA « Sanvicin y Atenelsn Teenica en Callbraciones pé'gl'n'é 1des

Telf.:710-400D Adteixo 2541 : ’ o ,

e-mall; satcalibracioh@dsihdustrialbiz F-SATC-33
.01

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos
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A 7 f-=—CATOLICA |
TESIS UCSM : : DE SANTA MARIA
¢/ o) | .

0 S I SERVICIO Y ATENCION TECNICA EN CALIBRACIONES

| ' MO0270 2016
Observaciones

De acugrde 2 la NMP:003:2009 - 2da Edicion, Instrumento de Pesaje de Funclonamiento No Automatico; el limite inferior (¢apacidad minima)
| demedida para esta balanza es de C,001 g para intervaiode 0ga34g ydedt g pata el intervalode 31 g2 120 ¢

Los Errores Maximos Permitidos (emp) mostrades en este documento corresponden a los emp para balanzas en uso de

funcionamiento no aulomatico de clase de exactitud . segun NMP:003:2009 - 2da Edicién

Los resuitados del presente documento, son valldos Unicamente para el ebjeto calibrado y se refieren al momento y a las candiclones en que
fueron ejecutades las mediciones, al solicitante le corresponde definir 1a frecuencla de calibracién en fuacién al ugo, conservacidn y

ion

mantenimienta del instrumento de medicién.

Resultados de la Medicidn

Iorac

INSPECCION VISUAL
NOTIENE

CEEE

ENSAYO DE REPETIBILIDAD

do de Cal

1 £0,0000 0 0,0 © 120,0001° 0 0,1
2 50,0000 0 0.0 120,0001 o A
3 £0,0000 0 0,0 20,0001 0 0,1
4 60,0000 [i 0,0 120,0001 D 0.1
5 £0,0000 0 0,0 120,000 0 0.1
& 60,0000 ] " 0,0 120,0001 Q 0.1
7 60,0000 0 0,0 120,0001 0. 0.1
g8 60,0000 0 0,0 120,0002 [} 0,2

i 80,0000 [} 09 120,0001 6 | 04
1 80,0000 0 0,0 120,0004 ! 0,1

0,0 0,1

ICa

" ENSAYO DE EXCENTRICIDAD
H"" | 2 5
N - 4
H 3 4
w VISTA FRONTAL
U 1 ~ 000000 | 0 0,00 40,0088 o . .00 0.0
o 2 1.0,00008 0 0,00 : 40,0000, 0 |00 | 00
3 0,08000 . 0.00000 0 0,00 40,0000 ° 40,000%: 0 .| =04, | 04 _
: 2 -0, 0 0,00 " 400008 O[22
' 5 .- 0,00000 0 000 1%, o i oo 4010808 04 o ) O
' 1
- QUIMICA SUIZA INBUSTRIAL DEL PERU SA ,
: Bl contenidald fsta d8kimanto 1o puade publicarsa o raproducirse de forma complets _
: Quimica Sulzi Industrislidal Pert SA - Sarvicio y Atanclon Téchies en Calibraciones Pagina2 de 3
Telf,:,710~4000 Akexo 2541 :
e-maliz satcallbraclon@sindustrial.biz F-SATC-23
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SERVICIO Y ATENCION TECNICA EN CALIBRACIONES

MO0270 2016
ENSAYO DE PESAJE : o
0,00000" =] 0,00000 0 0,00
0,00100 0,00008 0 0,01 -0,01 Q,00088 0 0,02 0,02 - 1.
Q,10000 0,09998 Q -0,02 -,02 0,08306 a -0,04 -0,04 ]
5,89889 3,0685¢ 0 0,00 0,00 9,95098 0 20,01 20,01 1
79,90008 20,00000 0 5,01 0,01 20,00001 0 0,02 0,02 T
29,998929 30,00000 [1] 0,04 c,01 30,00001 0 0,02 0,02 1
50,0000 50,0000 0 0,0 0,0 50,0001 ) 01 0 .
60,0000 60,0000 0 0,0 0.0 80,0000 0 0,0 0.0 2
80,0000 80,0000 0 0.0 0,0 80,0000 0 0,0 0,0 2
100,0000 700,0000 0 0.0 0.0 99,6998 0 X 04 P
| 1200000 120,0000 0 0,0 0,0 20,0000 0 0,0 00 2

emp Error Méximo Permitido | Indicacién de!"ir'lstrumenla E Error encontrada
Ec Errer Corregido . AL Carga Agregada

LECTURA CORREGIDA E INCERTIDUMBRE DE LA BALANZA

Lectura corregida

n

R - 0,00000035x R

incertidumbre Expandida (U1)

0,00000000085 g* + 0,0000000000052 x R?

Incertidumbre Expandida (U2)

2x _ /0,0000000027 g* + 0,0000000000052 x R?

R Lectura, cualquier indicacion obtenida después de la calibracion
U1 Incertidumbre Expandida correspondients al intervalo de 0 ga 31 g
U2 Incertidumbre Expandida correspondiente al Infervalo de 31 ga 120 ¢

Trazabilidad : _
Este certificado da calibracisn documenta la trazabilidad a los patrones nacionales e Inlernationales que materializan las unidades flsicas de
medida de atuerdd con € Sistema Internacional de Unidades (81}

S DAIFBHEEHE fatatarcla da) INACAL Jusgs de péass (adatiliid E2)-
w

B

g Ln428-2045

---- e

samsasathamn

|
|

S

mmaneaiens

FrTIverIVEN

Certi
1
i
I

A '_'umm. BEL PERD $A

€l Zomten| ; tﬁ%& {88t sblo pugde publicarse o reproduciree de forrha completa
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Numero de Certificado

Orden de Servicio

MO0821 2016

0411-EX -11114 -4

Solicitante LABORATORIOS NATURALES Y GENERICOS S.A.C.
Direccién Calle Miguel Grau N° 317 Urb. La Libertad - Cerro Colorado - Arequipa
Objeto de Calibracion BALANZA

Marca METTLER TOLEDO

Modelo XPE105

Serie B435980154

Procedencia suiza

Identificacion CC-BLZ-075

Capacidad Maxima 120

Divisién de escala (d ) 0,00001 g

Division de verificacion ( e ) 0,001 g

Tipo ELECTRONICA

Ubicacién ZONA DE PESADO - FISICO QUIMICO

Fecha de Calibracion 2016-10-12

Método de Calibracién

Comparacion directa con pesas patrones de acuerdo al Procedimiento de Calibracién de Balanzas de
Funcionamiento no Automatico Clase | y Clase Il. PC - 011 del SNM-INDECQOPI, Cuarta Edicién abril 2010.

Lugar de Calibracién

ZONA DE PESADO - FISICO QUIMICO
Calle 1 Mza. A Lte. 3 Parque Ind. Rio Seco - Arequipa

Condiciones Ambientales

i _ 23,3°C
Humedad Relativ 283 %

Incertidumbre

La incertidumbre reportada en el presente certificado es la incertidumbre expandida de medicién que resulta de
multiplicar la incertidumbre esténdar por el factor de cobertura k=2. La estimacién de la incertidumbre se realizé
segun el Procedimiento de Calibracién de Balanzas de Funcionamiento no Automatico Clase | v Clase Il. PC -
011 del SNM-INDECOPI, Cuarta Edicién abril 2010. Generalmente, el valor de la magnitud esta dentro del

intervalo de los valores determinados con la incertidumbre expandida con una probabilidad de aproximadamente
95 %.

Sello Fecha de Emision Coordinador

osi o

SAT - CALIBRACION

O

2016-10-24

QUIMICA SUIZA INDUSTRIAL DEL PERU SA

El conlenido de este cortificado 5610 pueds publicarse o reproducirse de forma complets

Quirdca Suiza Industrial del Perd SA - Sevicio v Atencidn Téonica en Calibraciones

Av. Repliblica de Panama 2577, La Victoria - Lima - Telf.1+5L-1 710-4000 Anexo 2541

e-rmail: sarcalibraciong@qsndustrial hi: F-SATC-46
v.03

Carlos Mateo Villanueva
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M0821 2016
Observaciones

De acuerde a la NMP:003:2009 - 2da Edicidn, Instrumento de Pesaje de Funcicnamiento Ne Automatico; el limite inferior (capacidad minima)
da madida para ésta balanza no debe ser menor a 0,001 g

Los Errores Maximos Permitidos (emp) mostrados en este documento corresponden a los emp para balanzas en uso de
funcionamiento no automatico de clase de exactitud . segun NMP:003:2008 - 2da Edicién

Los resultados del presente documento, son vélidos Gnicamente para el objeto calibrado y se refieren al momento y a las condiciones en que

fueron ejecutadas las mediciones, al solicitante le corresponde definir la frecusncia de calibracidn en funcién al uso, conservacién y
mantenimiento del instrumento de medicidn.

Resultados de la Medicién

INSPECCION VISUAL
TIENE Escala: NQ TIENE
TIENE Cursor NO TIENE

TIENE
NO TIENE

TIENE

ENSAYO DE REPETIBILIDAD

Certificado de Calibracion

- 49,99995
T 5
; [mg] mg]
1 49,99599 0 7
2 49,99998 0 0,03 88,99997 ) 0,12
3 48,99697 0 0,02 89,99896 0 0,11
4 49,99998 0 0,03 99,99998 o 0,13
5 49,99999 0 0,04 99,99996 0 0,11
3 49,99908 0 0,03 99,99997 0 0,12
7 49,99007 0 0,02 09,59996 0 0,11
8 49,09999 0 0,04 99,99998 0 0,13
9 49,99998 0 0,03 98,89907 0 0,12
10 49,89998 0 0,03 99,99998 0 0,13
; AEméx[mg]] o002 | : 0,02
cemp(mg)] 1 2
ENSAYO DE EXCENTRICIDAD
2 5
1
& 4
T
VISTA FRONTAL
eterminacién del Eo
il mg ‘[mg : ! m
1 0,00000 0 0,00 40,00006 0 0,07 0,07
2 0,00000 0 0,00 40,00011 0 0,12 0,12
3 0,00000 0,00000 0 0,00 39,99999 40,00004 0 0,05 0,05
4 0,00000 0 0,00 40,00000 0 0,01 0,01
5 0,00000 0 0,00 40,00008 0 0,08 0,09

QUIMICA SUIZA INDUSTRIAL DEL PERU SA
El comtenido de este centificado sélo pueds publicarse o reproducise de forma completa
Cuimica Suiza Industrial del Perda SA - Servicio y Atencién Técnica en Calibraciones

Av. Repuiblica de Panama 2572, La Victotia - Lima - Telf.: +51 -1 710-4000 Anexo 2541 Pagina 2 de 3
e-mail: sarcalibracion{dgsndustrial bix

F-SATC-46
v.03
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ENSAYO DE PESAJE

M0821 2016

0,00000 0,00000 0 0,00 5
0,00100 0,001 0 0,01 0,01 0,00098 0 -0,01 -0,01 1
0,01000 0,01000 0 0,00 0,00 0,00897 0 -0,03 -0,03 1
0,10001 0,10000 0 0,01 -0,01 0,09998 0 -0,03 -0,03 1
1,00000 0,99988 0 -0,02 -0,02 0,99998 0 -0,02 0,02 1
9,89389 10,00001 0 0,02 0,02 9,99999 0 0,00 0,00 1
19,99999 20,00002 0 0,03 0,03 19,99889 0 0,00 0,00 1
49,99895 49,99998 0 0,02 0,03 49,99897 0 0,02 0,02 1
68,99994 70,00001 { 0,07 0,07 69,99899 0 0,05 0,09 2
99,99985 99, 90997 0 0,12 0,12 §8,89396 1] 0,11 0,11 2
119,99984 119,88998 o 0,14 0,14 118,99998 0 0,14 0,14 2
emp Error Maximo Permitido | Indicacion del instrumento  E Error encontrado
Ec Error Corregido AL Carga Agregada
LECTURA CORREGIDA E INCERTIDUMBRE DE LA BALANZA
Lectura corregida = R - 0,00000093 x R
Incertidumbre Expandida = 2 x-\/ 0,00000000017 g* + 0,0000000000076 x R?
R Lectura, cualquier indicacion obtenida después de la calibracién.
Trazabilidad

Este certificado de calibracién documenta la trazabilidad a los patrones nacionales e internacicnales que materializan las unidades fisicas de
medida de acuerdo con el Sistema Internacional de Unidades (S!).

o
©
-
e
D

©i ‘Trazabilidad- . [Patrén utilizado Certificado'de Calibracion
Patrones de referancia del INACAL Juego de pesas (exaclilud E2) LM-C-386-2016
QUIMICA SUIZA INDUSTRIAL DEL PERU SA
El contenidc de este certificado s6le puede publicarse o reproducirse de foma complota
Quimica Sulza Industrial del Perts SA - Servicio y Atencian Téonica en Calibracines. -
Av. Repliblica de Panama 2577, La Victoria - Lima - Telf.:+51-1710-4000 Anexo 2541 Pagina 3de 3
e-mail: satcalibracion@qsndustial biz F-SATC-46

v.03
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Numero de Certificado M0477 2016
Orden de Servicio 0238-EX -11809 )
Solicitante LABORATORIOS NATURALES Y GENERICOS S.A.C,
Direccién Parque Industrial Rio Seco Mza A Lt 2 1ra Etapa Cerro Colorado -
Arequipa

Objeto de Calibracién BALANZA
Marca METTLER TOLEDO
Modelo ML204T
Serie B620492054
Procedencia suIZA

‘.' Identificacién CC-BLZ-079
Capacidad.Méxima 2209
Divisién de escala (d) 0,0001 g
Division de verificacién ( &) 0,001 g
Tipo ELECTRONICA
Ubicacion ZONA DE PESADO - CONTROL DE CALIDAD
Fecha de Calibracién 2016-06-22

Método de Calibracién
Comparacién directa con pesas patrones de acuerdo al Procedimiento de Calibracién de Balanzas de
Funcionamiento no Automatico Clase | y Clase [l. PC - 011 del SNM-INDECOPI, Cuarta Edicion abril 2010.

Lugar de Calibracion ZONA DE PESADO - CONTROL DE CALIDAD
Parque Industrial Rlo Seco Mza A Lt 2 1ra Etapa Cerro Colorado - Arequipa

Condiciones Ambientales

~22,3°C
33,1 %

Incertidumbre . |

La incertidumbre reportada en el presente certificado es la incertidumbre expandida de medicién que resulté de
multiplicar a incertidumbre estandar por el factor de cobertura k=2. La estimacién de la incertidumbre se redlizé
segun el Procedimiento de Calibracién de Balanzas de Funcionamiento no Automatico Clase | y Clase Il. PC -
011 del SNM-INDECOPI, Cuarta Edicién abril 2010, Generalmente, el valor de la magnitud esta denlro%del

intervalo de los valores determinados con la incertidumbre expandida con una probabilidad de aproximadamente
95 %.

|
Sello Fecha de Emisién Jefe de Linea - Calibracion

00 '
0 0S|

SAT - CALIBRACION 2016-06-28

Certificado de Calibracidn

Fernando Chacmana Linares |
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ENSAYO DE PESAJE

* 0,0010 0,0010 0 0,0
) 0,0100 0,0100 o 0,0 0,0 0,0008 0 -0,2 0,2 1
b — 0,1000 0,1000 0 0,0 0,0 0,0808 [} -0,2 -0,2 1
1,0000 1,0000 0 0,0 0,0 0,9999 0 -0,1 -0,1 1
10,0000 10,0000 0 0,0 0.0 9,9999 0 -0,1 -0,1 1
20,0000 20,0001 [i] 0,1 0.1 19,9999 0 -0,1 -0,1 1
50,0000 50,0001 0 0,1 0,1 49,5999 0 -0,1 -0,1 1
100,0000 100,0000 0 0,0 0,0 99,9938 0 -0,1 0,1 2
150,0000 150,0001 0 0,1 0,2 150,0000 ] 0,0 0,1 7
200,0000 200,0002 0 0,2 0,2 200,0001 0 0,1 0,1 3
220,0000 220,0002 0 0,2 0,2 220,0002 0 0,2 0.2 3

emp Error Méximo Permitido | Indicacion del instrumento  E Error encontrado
Ec Error Corregido AL Carga Agregada

LECTURA CORREGIDA E INCERTIDUMBRE DE LA BALANZA

Lectura corregida R - 0,00000089 x R

Incertidumbre Expandida = 2x+/ 0,0000000078 g* + 0,0000000000063 x R*

R Lectura, cualquier indicacidn obtenida después de la calibracién.

Trazabilidad ;
Este certificado de calibracion documenta |a trazabilidad a los patrenes nacionales e internacionales que materializan las unidades fisicas de

Certificado de Calibrac

medida de acuerdo con el Sisterna Internacional de Unidades (8.

Paimna de :

ego de pesas (exactitud E2)

P,

[—

... S
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El contenido de este documento sélo
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Observaciones i
De acugrdo a la NMP:003:2008 - 2da Edicién, Instrumento de Pesaje de Funcionamiento No Automético; el limite inferior (capacidad minima)
de medida para esta balanza no debe ser menora 0.01g :

Los Errores Maximos Permitidos (emp) mestrados en este documento corresponden a los emp para balanzas en uso de
funcionamiento no automético de clase de exactitud @ segun NMP:003:200¢ - 2da Edicién

Los resultados de! presente documente, son validos Gnicamente para
fueron ejecutadas las mediciones, al sclicitante le corresponde d
mantenimiento del instrumento de medicion.

el objeto calibrado y se refieren al momento y @ las condiciones en que
efinir la frecuencia de calibracién en funcién al uso, conservacién y

Resultados de la Medicién

INSPECCION VISUAL

e ]
e |

ENSAYO DE REPETIBILIDAD

NO TIENE
NO TIENE

109,988

1 1] -0,1 220,0001 0 0,1
2 109,9889 o -0.1 220,0001 0 0,1
3 108,9989 o -01 220,0002 0 0,2
4 110,0000 1] 0,0 220,0002 0 0,2
5 110,0000 0 0.0 220,0001 0 0,1
G 109,9982 [+ =01 220,0002, "] 0,2
7 109,99¢9 0 -0,1 220,0001 [] 0,1
8 108,9958 '] -0,1 220,0002 "] 0,2
[ 110,0000 0 0,0 220,0002 ] 0,2
10 109,9989 0 <01 220,0001 0 0,1

0,1 0,1

2 3

ENSAYO DE EXCENTRICIDAD

1
VISTA FRONTAL

Certificado de Calibracion

70,0000

el 0 0,
2 ) 70,0000 () 0.0
3 0,0010 0,0010 0 0.0 70,0000 70,0000 0 0.0
p 0.0010 0 0.0 70,0002 0 0.2
5 0,0010 o 0.0 70,0000 0 0.0
eac :
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Egdm ;11.' hi.t,ti'-‘,vté@ﬁll‘»’ .
| 1610812016 09:00 A0 <

Nﬁ:xneitopeﬂdp MERCI{-” ik

Tag Cllente:

Calle

Pals: Peru

Chidad: Arequipn

(_i‘é;ligo]é!nstn!;‘... ny 4

47 | Edoddptodsegprovs Arequipn
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REPORTE DE $ERVICIO THECNICO:

VAVRE645-1080 PISTON AND DRAIN VALVE SEAL(BLACK) - 200 |PEN0O0O | PENOOO :
VWRIHITASSS-1884-B | PLUNGER SEAL FUMP INERT SHORT 200 |PENOOO  |PEN0OOT |
ywxn_nmoso-az% mwaxrm'smmetsoomi.tm?r_ t 100 | PEN0.00 " Pmp:ﬁos"-'..-
VWRIS00-3234 DILUTION VALVE SEALL-2200 _ I T 1
W“@Qfﬂ’z“?r‘%’ INJECTION VALVE SEAL 1-2200 Naw Yersion 1,00 | PENO.OO 0
WRIBITAO0329 | DRAINTUBS 100 |PENog

0.00 . -

mantenimiento preventivo HPLC ELITE 7

Sa encontré &l equips con mensaje de etrar: W1 mechanism error. Este error fue solucioriado,.
al realizar el mantenimiento correspondiente; luego dal mantenimiento no se presents éste error; | |
el cual pudo haberse producido por falta de fubricacidn an los ejes-de motor WLy limpieze. =
Se encuentra el filtro de entrada con obstruceidn, sa recomienda su-reemplazo. be&:638—1423.-
Se observa la vélvula de gradiente del canal & nod traha}avcorrestgmente; _s;éf-pr'pcgfiié_ aooioaar _
Tapén para que ne otigine asumulacidn de &irs a los otros capgles.-s_g._-_ij-_ég.uiera-.fsemplgzg
PIN:880-8502. ' ' = - Y R e
Se encontraron las tuberfas de acero muy desgastadas, se pro cedid‘ﬁf&ﬁﬁﬂﬁ_ﬁ y adaptatlas R
adecuadaménté, se fuve gue dejaren préstamo 2 terrules para poder raslizar dlcha_s ___ s
adaptaciones. Se recomienda por tanto.reemplazo de (08 siguientes repuéstos: tuberfa de acero
0.7mm DI P/N:1022203, tuercas de acero B/N:7010:009 (etd12), ferrules da acero P/N:638-1099 |

(ctd12), para poder activat posieidn 3 de ooiumaas‘éh et\ m_édulo horno. ) |
Se requiere reemplazd da tubstia de unidn de bégundé_e&b_e_za de t":cmhya con vélvula delpurga 5.
B/N:890-1116. Se requiera raempiazo de sallo del puetto dé inyeccién, estd muy por encima del |
tiempo de vida Util y se ancuentra con desgaste P/N:890:3183. S

Tarbién se requiere téher &h stock Empaquatadura de vélvula _che_ok PfN.19_10a-_13__45 (ctc_m}.
Se observa dafiada 18 iju_berfﬁ de ingreso hacia &l canal C, se sugiere réamplazs PiN:890-1215.

Pake 2t p Ortan s Buaviia WDIBL1202)

17/0812016 o's\f’ds Pt
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Se observa rajada la perilla de vélvula de purga, se sugiere reemplazo P/N: 890-1106 . .
En el médulo autosampler se observa dafiado los photosensores de pos;c;én de eje z y vial, lo '
que

Origina mensajes de error al utilizer las primeras posiciones del rack Se requiere el reemplazo
de -

Estos photosensores: P/N:890-6723 y P/N:880-6724. También se observa con ligero desgaste el
Photosensor de posicién de jeringa P/N:890-6725, por tanto se sugiere tener en stock elste
repuesto. !

Se observa rajado el pozo de lavado, lo cual ofigina fugas al realizer ios lavades en !as

inyecciones, se requiere el reemplazo de éste repuesto P/N: 890-329?
Se realizan pruebas de operatividad.

Equnpq_qusda, operativo.
- Cliente: _Date: 17/08/2016 05:07 PM
Adedeian oo
Firina de Cliente: @ TR i) AT
' ﬁ{l—lﬁu; g%ﬂ{maﬂts
gk mre%': lé‘:é;;&gf:” JOMD

Date: 17/08/2016 05:07 PM

Firma ilel Téenico Servicio:

" Date: 17/08/2016 05:07 BM

ek Milliporeis s dvidom of Merck KCed, Dimdaet, Qrany

LN R S e

e e s e

Page 3of3n Orends s_-?g-se_!a;q.'g.u!:m
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Date:

martes, 03 de mayo de 2016

Time: 04:57:26 pan

[UTC -05:00:00]

Host Name:

UNIVERSIDAD
CATOLICA
DE SANTA MARIA

PCLAB160

Windows User Name:  controln Base Revision A02.00 Product Name : Agilent OpenLAB
Number:
Install Type: Agilent OpenLAB Additional Packages: Details
Base Reference File Name : AgilemOpenLAB.xml
Summary :
Overall Evaluation of Installation Check : PASS
File Report Summary
Mo missing files or invalid files found
No system file difference found
GAC File Report Summary
No missing or invalid GAC files found
Files Registration Report Summary
Nol registered files: NONE
No missing registered files found
Registry Report Summary
Mo Tmvalid registey entries found
Details
n Description
42 Hitachi PM Add-On 1 61
55 Agilent OpenLAB Data Analysis [1.159.23)
64 Shimadzu Nexera/Prominence Driver 1.10 SP]
65 Hitachi LaChrom Add-On
66 Agilent OpenLAB CDS EZChrom ELSD Drivers 1.2 [94)
68 Agilent Classic GC A.04.06 [1.072.0]
70 Waters LC Add-on for EZChrom 4.1.0.0
71 Agilent 35900E Add-on 3.3.1
72 Agilent GC 78xx-5.02.048 68xx-6.23.009
73 Agilent OpenLAB CDS EZChrom LC Drivers A.02.09 [015)
75 | Alltech LC Detectors Add-On 4.1.0.0
77 Hitachi LC Add-On 4.69
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CERTIFICADO
DE ]
VERIFICACION

Merck Peruana S.A.
Certifica que el Sistema I—IPLC‘:

ol - ..Modelo " N°Serie

- Bomba: etV EWEM-S160 . 1530-013
£ InyectorAutomatzco -~ CM-5260  1529-015
 Horno s | CMESIL0 | W1550-098
Detector U v - CM-5410  1524-074
Software OpenLab DE W0325844

Fue verificado teniendo como base de funcwnamlento las normas de
SOP (Procedimientos Estandar de Operacién), encontrandose totalmente de
acuerdo con las especificaciones del Fabricante. 3

Fecha: Cerﬁﬁcadd vﬁlido hasta:
03 Mayo 2016 Mayo 2017
Responsable de Venﬁcamon

e I e :
= > b '

.-/,

7t Lol
Hebert Loayza Chuguisengo
Jefe de Servicio Técnico
Merck Peruana S.A.
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ANEXO N° 10. REGISTRO FOTOGRAFICO DEL PROCESO DE
VALIDACION

FotografiaN°® 1. Comprimidos de Fotografia N° 2 Comprimidos
Clorhexidina HCI + Benzocaina de Clorhexidina HCI +
+ Enoxolona en blister: Anverso Benzocaina + Enoxolona en

blister: Reverso

Fotografia N° 3. Analisis Fotografia N° 4. Muestra
organoléptico de los pulverizada lista para pesar

comprimidos.
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Fotografia N° 5. Estandar Fotografia N° 6. Estandar
secundario de Clorhexidina secundario de Enoxolona
Clorhidrato

Fotografia N° 7. Estandar Fotografia N° 8. Placebo de
secundario de Benzocaina Clorhexidina HCI + Benzocaina

+ Enoxolona
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Fotografia N° 9. HPLC Lacrom Fotografia N° 10. HPLC Lacrom
elite serie 17€19.043 Elite Chromaster serie 1524-074

Fotografia N° 11. Balanza analitica Fotografia N° 12. Columna Luna
Metter Toledo Phenyl Hexyl 250 mm X 4.0 mm
(5 um.
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Fotografia N° 13. Metanol grado Fotografia N° 14. Acetonitrilo
HPLC grado HPLC

Fotografia N° 15. Acido acético Fotografia N° 16.
glacial para andlisis Octanosulfonato de sodio para
analisis
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