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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se realizo con el fin de confirmar y documentar que
los resultados obtenidos en el desarrollo y validacion prospectiva de una técnica analitica
por cromatografia liquida de alta performance (HPLC) para cuantificar lidocaina base en
una pomada son confiables, consistentes y repetitivos en las condiciones establecidas.
Esto teniendo en cuenta que la validacion es un requisito imprescindible para el
cumplimiento de las Buenas Practicas de Laboratorio. Se llevo a cabo en el laboratorio
Medifarma S.A area de control de calidad.

Para la validacion de una pomada que contiene Lidocaina base como principio activo se
desarrolld6 un método de andlisis por Cromatografia Liquida de Alta Performance
(HPLC); las condiciones cromatograficas se establecieron con un sistema isocratico en
fase reversa, columna L1 (octadecilsilano) 150 mm x 4.6 mm x 5 pm Zorbax Extend, la
fase movil compuesta por metanol:buffer fosfato pH 8.0 (75:25), con un flujo de 1.0
mL/minuto, temperatura de 25 °C, la longitud de onda fijada en el detector UV fue 230
nm Yy el volumen de inyeccion de 10 pL. El tiempo de retencion fue de 3.5 minutos
estableciendose un tiempo de corrida de 8.0 minutos. Se evaluaron los pardmetros como
la linealidad, precision, exactitud, especificidad y rango, obteniéndose resultados
adecuados lo que se demostro mediante el disefio experimental que la metodologia
analitica es lineal dado que se obtuvo un coeficiente de correlacion r= 0.9991; es precisa
ya que el coeficiente de variacion (CV) de la precision instrumental para las areas y los
tiempos fue < 2.0%; la repetibilidad tuvo un CV = 1.00 % ; la precision intermedia tuvo
un CV = 0.8%; es exacta con una recuperacion media de 99.59 %:; es especifica dado que
no se evidencio interferencia de productos degradados o de los excipientes en el anlisis
del principio activo, estos parametros estan dentro del rango establecido.

Palabras claves: Lidocaina base, Pomada, Validacion, Cromatografia Liquida de Alta

Performance, Especificidad, Linealidad, Precision, Exactitud y Rango.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

T :
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

ABSTRACT

The present investigation was performed in order to confirm and document that the results
obtained in the development and prospective validation of an analytical technique for
high performance liquid chromatography (HPLC) to quantify lidocaine ointment based
on reliable, consistent and repetitive in the conditions. This considering that validation is
a prerequisite for compliance with Good Laboratory Practice. Was carried out in the
laboratory Medifarma SA quality control area
For validation of an ointment containing lidocaine as active basis developed a method of
analysis by High Performance Liquid Chromatography (HPLC) chromatographic
conditions were established with isocratic reverse phase column L1 (octadecylsilane) 150
mm x 4.6 mm x 5 um Zorbax Extend, the mobile phase consisting of methanol: phosphate
buffer pH 8.0 (75:25) at a flow rate of 1.0 mL / min, 25 ° C, the fixed wavelength UV
detector was in 230 nm and the injection volume of 10 L, the retention time of 3.5
minutes, running time of about 8.0 minutes were evaluated parameters such as linearity,
accuracy, precision, specificity, and range, obtaining adequate results, it was shown, by
experimental design, analytical methodology that is linear since we obtained a correlation
coefficient r = 0.9991, is required because the coefficient of variation (CV) of the
instrumental precision for areas and times is < 2.0%, the repeatability has a CV = 1.00%,
intermediate precision has a CV = 0.8%, is accurate with an average recovery of 99.59%
is specified as evidenced no interference or degradation products of the excipients in the

analysis of the active principle, these parameters are within the stated range.

Keywords: Lidocaine basis, Pomade, Validation, High Performance Liquid

Chromatography, specificity, linearity, precision, accuracy and range.
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INTRODUCCION

Referente al tema de calidad esta definida como la totalidad de caracteristicas de una
entidad, que le confieren la aptitud para satisfacer las necesidades del cliente, cuyos
objetivos principales son: prevenir riesgos, detectar discrepancias y corregirlas, mejorar
la eficiencia y reducir costos. Ademas juega un papel muy importante el Control de
Calidad que hace uso del ambiente fisico de un laboratorio analitico y que tiene como
proposito esencial producir resultados de alta calidad, confiabilidad, garantizar que el
proceso de medicion es exacto, confiable y adecuado para el proposito para el cual es
aplicado. ()

Los procedimientos para la evaluacion de los niveles de calidad de los medicamentos en
el pais estan dados por la Direccion General de Insumos, Medicamentos y Drogas
(DIGEMID) como instrumento normativo necesario para cautelar la calidad en la
fabricacion de los productos farmacéuticos, quienes a través de las Buenas Practicas de
Manufactura (BPM) y las Buenas Practicas de Laboratorio (BPL). Asegurando la calidad
de los medicamentos. Este organismo gubernamental se rige, a su vez, de
reglamentaciones dadas por organismos internacionales reconocidos oficialmente como
Food and Drug Administration (FDA), Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
Asociation of Official Analytical Chemists (AOAC), Conferencia Internacional Tripartita

Sobre Armonizacion (ICH), Farmacopeas Europeas y Americana.>>

El control de la 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 efecttien,
y que no se permita liberacion de los materiales, ni se autorice la venta o suministro de
los productos, hasta que su calidad haya sido comprobada como satisfactoria.®®)

Por eso el control analitico de un producto farmacéutico o de sus ingredientes es necesario
para asegurar la eficacia y seguridad del mismo, teniendo en cuenta las especificaciones

establecidas y comprobadas durante la elaboracion del producto. )
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De igual manera la validacion siendo parte esencial de las BPM, es por tanto, un elemento
del programa de Garantia de Calidad. Por lo cual se hace imprescindible la validacion
cuyos principios se aplican a todas las metodologias descritas en Farmacopeas y también

a aquellas no incluidas pero que se utilizan en Industria Farmacéutica. >*
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HIPOTESIS

Dado que el método analitico de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) es capaz
de detectar una variedad de sustancias es probable que este método permita la
cuantificacion de lidocaina en pomada tomando en cuenta los pardmetros de validacion

establecidos por la USP.
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OBJETIVOS

GENERALES:
e Desarrollar y validar de manera prospectiva una Técnica Analitica por
Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC) para cuantificar Lidocaina

base en una pomada.

ESPECIFICOS:

e Desarrollar los parametros de Validacion de Técnicas Analiticas, como son:
Especificidad, Linealidad, Precision, Exactitud y Robustez.

e Evaluary contrastar los resultados obtenidos de cada pardmetro de validacion con
los criterios de aceptacion establecidos por el Procedimiento Operativo Estandar

(P.O.E) de Validacion de métodos analiticos de Laboratorios Medifarma S.A.
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CAPITULO I
MARCO TEORICO
1. Lidocaina base
1.1 Nombre y estructura quimica

IUPAC: Acetamide, 2-(diethylamino)-N-(2,6-dimethylphenyl)-;2-(Dietilamino)-

2,6 -acetoxilidida.
Peso Molecular: 234.34 g/mol

Formula Molecular: C14H22N>0®)

Union Amida
™
i |[NH )
:::::ficnﬁ HN‘H"‘FFJ\HN/\CHBI ..':) Amina
(@] \/CH 3 ) Fraccion
"CH4 hidrofilica
v

Nucles Aromdtico

Fig. N° 1.1 Estructura de la lidocaina
1.2 Quimica y relacion entre estructura y actividad

Estructuralmente, las moléculas de los actuales anestésicos locales estan

integradas por tres elementos basicos:

* Un grupo hidrofoébico: un anillo aromatico, determinante de la
liposolubilidad, difusion y fijacion de la molécula. La liposolubilidad del
farmaco determina la potencia farmacoldgica: a mayor liposolubilidad

mayor potencia.®
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* Un grupo hidrofilico: una amina secundaria o terciaria, que modula la

hidrosolubilidad y por consiguiente su difusién sanguinea e ionizacion. ©

* Una cadena intermedia con un enlace de tipo éster o amida, responsable
de la velocidad de metabolizacion del farmaco y, por tanto, determinante

de la duracion de la accion y su toxicidad.©

La naturaleza del enlace que une la cadena intermedia con el anillo aromatico
sera determinante de las propiedades farmacocinéticas del farmaco y servira
de base para la clasificacion de este grupo de medicamentos. El enlace tipo
éster se hidroliza con mayor rapidez que el tipo amida al ser degradado, a
nivel sanguineo, por las colinesterasas plasmaticas versus la degradacion
hepatica que requiere el enlace amida. Esta misma caracteristica es también
la que confiere mayor estabilidad fisicoquimica a los anestésicos tipo
aminoamida, permitiendo asi su combinacion con acidos y bases fuertes y

disminuyendo su sensibilidad respecto a la luz y la temperatura. ©

1.3 Propiedades farmacologicas
La accion anestésica se aprecia sobre cualquier membrana excitable, es decir,
los anestésicos locales pueden actuar en cualquier punto de una neurona,
soma, dendritas, axon, terminacion sindptica y terminacion receptora en
cualquier centro o grupo neuronal, ganglios e, incluso, en la membrana
muscular y en el miocardio.(!?
Sistema nervioso central: Cuando los anestésicos locales se administran
directamente por via intravenosa a dosis altas o cuando se absorben con
rapidez desde localizaciones periféricas, pueden alcanzar concentraciones
plasmaticas suficientes para afectar la fisiologia de varios sistemas organicos,
en particular el SNC y el sistema cardiocirculatorio.(!?)
En el SNC, la respuesta es compleja, con una mezcla de signos de depresion
y de excitacion secundaria a inhibicion de vias inhibidoras. La accion

estimulante se caracteriza por nauseas, vOmitos, agitacion psicomotriz,
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confusion, verborrea, temblores y convulsiones. La depresion generalizada
del SNC origina coma, paro respiratorio y muerte.!?)

Sistema cardiovascular: A las dosis comunmente utilizadas para producir
anestesia local o regional no afectan la funcion cardiovascular, pero tienen la
potencialidad de actuar directa e indirectamente a todos los niveles: corazon,
vasos y vias nerviosas reguladoras. A dosis terapéuticas pueden producir
taquicardia e, incluso, aumento de la resistencia periférica por accion
vasoconstrictora en algunos territorios. Pero dosis altas provocan
vasodilatacion arteriolar e hipotension, tanto por accidon directa sobre los
vasos como por reducir la conduccion adrenérgica vasoconstrictora, y
alteraciones de la funcidn cardiaca en forma de depresion de la conduccion y
de la contractilidad. En general se necesita mayor concentracion de anestésico
local para producir depresion cardiovascular que para originar actividad
convulsiva.(?

Ejerce su accion como antiarritmico disminuyendo la despolarizacion, el
automatismo y la excitabilidad en los ventriculos durante la fase diastdlica
mediante una accion directa sobre los tejidos, en especial la red de Purkinje,

sin involucrar al sistema autéonomo.!?)

1.4 Mecanismo de accion

Los anestésicos suprimen la respuesta al dolor, porque inhiben a los nervios
sensoriales que transmiten el estimulo doloroso al SNC, bloquean la
conduccion de fibras nerviosas al actuar directamente en las membranas
nerviosas, € interactiian con estas para inhibir el cruce de los iones de sodio a
través de las membranas. Si se inhibe el movimiento de los iones de sodio,
los nervios no se despolarizaran y la conduccion de impulsos por el nervio se
bloquea. Este bloqueo de conduccion nerviosa es reversible. Los nervios
sensoriales transmiten impulsos de dolor, tacto calor, frio al cerebro, los
nervios sensoriales y los nervios autdbnomos son las primeras fibras que

bloquean los anestésicos locales. !V

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM e DE SANTA MARIA

Los canales de Na“ dependientes de potencial se bloquean por algunos
farmacos utilizados como antiarritmicos, como anestésicos locales o como
los anticonvulsivos. Los anestésicos locales se unen a los canales de sodio en
la membrana de las células nerviosas, bloqueando la iniciaciéon y la

transmision de los impulsos nerviosos. (%

Todos estos datos indican que el sitio de fijacion para anestésicos locales esta
situado en la porcion interna de la region transmenbrana del canal y que la
forma no 1onizada del anestésico actia como vehiculo transportador para
atravesar la fase lipidica de la membrana neuronal. Una vez que la molécula
de anestésico se halla en el interior del canal, la forma ionizada es la
responsable de la interaccion con el receptor y por lo tanto de la actividad
farmacologica. En la Fig.N°1.2 podemos ver la ionizacion de un anestesico

local.

Ry

S N +

Re——N—H —_— R—N: + H

e e

Ra R3

Fig.N°1.2 Ionizacion de un anestésico local

Los compuestos polares (BH+) para acceder al sitio de fijacion para
anestésicos locales desde el interior de la célula, a través del poro
axoplasmico requieren que se encuentre abierto, mientras que los compuestos
apolares (B) lo hacen directamente a través de la membrana.”) En la Fig.N°
1.3 podemos ver la interaccion de los compuestos polares con los canales de

sodio y los compuestos apolares con la menbrana.
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Fig.N° 1.3 Interaccion de los anestésicos locales con el canal de sodio
1.5 Aplicaciones clinicas

La aplicacion topica de anestésicos locales alivia el dolor y el prurito que se
relaciona con quemaduras de sol, abrasiones de la piel, picaduras de insectos
y otras reacciones alérgicas, asi como erupciones por varicela, alivio
sintomatico del prurito anal y genital, el envenenamiento con hiedra y muchas

otras dermatosis agudas y cronicas!

Anestesia local topica en membranas mucosas accesibles (endoscopia o
exploracion de eséfago, laringe, boca, cavidad nasal, faringe, recto, traquea
y tracto urinario), alivio sintomatico de trastornos anorrectales (hemorroides,
dolor anorrectal), tratamiento de trastornos de la cavidad oral (dolor por
irritacion, inflamacién en lesiones de boca y encias, dolor por protesis dental),
tratamiento del dolor, prurito e inflamacion de las enfermedades menores de
la piel. Por via parenteral esta indicada para producir anestesia local o
regional, analgesia y bloqueo neuromuscular en grado variable antes de las
intervenciones quirargicas dentales y parto obstétrico; por via intravenosa o
intramuscular (accion sistémica) es el farmaco de eleccion para el tratamiento

de urgencia de las arritmias ventriculares. ®)
1.6 Farmacocinética

e E] efecto anestésico maximo por aplicacion topica de la lidocaina se produce

en 2 a 4 minutos, y la anestesia dura de 30 a 45 minutos. Los anestésicos
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locales se absorben rapidamente en la circulacion después de su aplicacion
topica a las mucosas. !9

e Metabolismo:
Amidas: son metabolizadas por el higado por las oxidasas microsomales de
funcién mixta por alquilaciéon a monoetilglicina y xilidida seguida de

hidrolisis. (19

e Esteres: son metabolizados por pseudocolinesterasas plasmaticas. Algunos
pacientes poseen pseudocolinesterasas atipicas, por lo que tienen un
metabolismo retardado de los anestésicos locales tipo éster. !9

e Excrecion: Por via renal, en su gran mayoria en forma de metabolitos
inactivos mas hidrosolubles y una pequeiia proporcion con las heces. La
eliminacion de los anestésicos locales de tipo amida estd disminuida en el
recién nacido, en la enfermedad hepatica y en la insuficiencia renal.!?

e Launion a proteinas es importante pues determina cudnto va a durar el efecto
del anestésico. Cuanto mas unido este a proteinas, mas retardado va a ser el
metabolismo. La lidocaina tiene menor unidn a proteinas, su efecto es mas
corto.®)

e El pKa (inicio del efecto): Es la constante de disociacion acida representa el
pH al cual una sustancia esta ionizada al 50%. Esto es importante porque entre
mas cercana sea el pKa al pH fisioloégico, mas rapido inicia el efecto del
farmaco, mayor es la proporcion de la forma no ionizada y mas rapida su
penetracion a través de las membranas de los nervios, el pKa de la lidocaina
es 7.9, el pH fisiologico es de 7.4 de esta forma existe un alto porcentaje de
forma no ionizada que puede atravesar la membrana celular para llegar a su
sitio de accioén y se acepta que solo puede hacerlo en formas de amina no
cargada por esto es que el inicio del efecto de la lidocaina es mas rapido (2-4
minutos).)

e Cuanto mads liposoluble es mas potente es decir que puede atravesar
facilmente la membrana celular para ejercer su efecto, la lidocaina en

comparacion de otros es menos liposoluble.®)
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1.7 Reacciones Adversas

Administracion topica: rash cutaneo, urticaria o angioedema por reaccion
alérgica, administracion parenteral como anestésico local: rash cutaneo,
urticaria o angioedema por reaccion alérgica; como anestésico dental:
adormecimiento prolongado de labios y boca; como anestésico raquideo:
cefaleas, nauseas, vomitos y torticolis. Administracion parenteral como
antiarritmico: rash cutaneo y angioedema por reaccion alérgica, dolor en el

punto de inyeccion ansiedad, mareos, somnolencia.!?

1.8 Formas Farmacéuticas semisolidas

Pomadas

Los pomadas son preparados farmacéuticos caracterizados por su
consistencia semisélida. Estan destinadas a ser aplicadas sobre la piel o las
mucosas con el fin de ejercer una accion local o dan lugar a la penetracion
cutanea de principios activos, o por su propia accion emoliente o protectora.

Afiade asimismo que deberan tener un aspecto externo homogéneo.!!)

En relacién a los excipientes integrantes de la pomadas, la Farmacopea
Europea indica que pueden ser sustancias de origen natural o sintético y estar
constituidos por un sistema de una o varias fases y que de acuerdo con la
naturaleza del excipiente, la pomada puede tener propiedades hidrofilicas o
hidrofobicas. Se indica que dichas formas galénicas pueden contener ademas
agentes antimicrobianos, antioxidantes, estabilizantes, emulgentes y
espesantes: asimismo se precisa la necesidad de su esterilidad cuando estén
destinadas a ser aplicadas en heridas abiertas, piel gravemente dafiada y

también las de aplicacion oftalmica.(!)

Los tipos de bases para pomadas usadas como vehiculos para drogas son

seleccionadas o disefiadas para la liberacion Optima de las drogas. Las
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propiedades de las pomadas varian, ya que estan disefiadas para usos

especificos y para facilitar su aplicacion o la magnitud de esta.!!)

La definicion oficial incluye bases vaselinadas, es decir oleosas, bases de
emulsion, ya sea agua en aceite (W/O) o aceite en agua (O/W) y las llamadas

bases hidrosolubles.('!

Una base para pomada que funcione como vehiculo de una droga debe ser
optimizada para una en especial. Una base no debe de ser irritante, tiene que
ser facil de eliminar, debe ser estable, no debe depender del pH y compatible

con la droga. 1V
Clasificacion

Todos los preparados de consistencia semisolida estan, de hecho, englobados
en la definicion genérica de pomadas, pero a menudo se utilizan otras
denominaciones mas especificas, relacionadas con sus caracteristicas

fisicoquimicas y su consistencia mas o menos blanda.!"
Deben distinguirse varias categorias de pomadas ('

A. Las pomadas propiamente dichas: Constan de un excipiente de una
sola fase en el que se pueden dispersar sélidos o liquidos, constituidas
por preparados bien de :

a) Naturaleza Hidréfoba: No pueden absorber mas que pequefias
cantidades de agua. Las sustancias que mas se emplean en su
formulacion son: vaselina, parafina, parafina liquida, aceites vegetales,
glicéridos sintéticos, ceras y siliconas liquidas.

b) Hidroabsorbentes: Pueden absorber grandes cantidades de este
liquido.

Sus excipientes son los de las pomadas hidréfobas a los cuales se
incorporan emulgentes tipo W/O como la lanolina, los alcoholes de

grasas de lana, esteres de sorbitano, monoglicéridos y alcoholes grasos.

- Bases emulgentes O/W
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- Bases de absorcion W/O

c) Hidréfilos: Se elaboran con excipientes miscibles en agua, tales como
los polietilenglicoles liquidos y solidos. Pueden contener cantidades

adecuadas de agua.'!

Excipientes hidrofilos

Son vehiculos sin grasas constituidas por materiales que, por si mismos
o en presencia de agua, adquieren consistencia semisélida y son ttiles

como excipientes para a la aplicacion de farmacos sobre la piel. (!2)

No poseen capacidad oclusiva y no favorecen, por si mismos, la
penetracion de los farmacos. A pesar de ellos, se consideran muy
adecuados como vehiculos de diversos farmacos. Las ventajas de estas
bases residen en su accidon favorable sobre los tejidos y su fécil
eliminacion por lavado. Sin embargo, presentan algunos
inconvenientes, como son, por una parte, su tendencia a deshidratarse
con pérdida de su textura original y por otra, la necesidad, casi siempre,
de adicionar conservantes que garanticen el grado de pureza microbiana

adecuado.?
Excipientes anhidros

Tienen mayor margen de compatibilidad con los medicamentos y se
utilizan en muchos casos como vehiculos de estos. Los mas importantes
dentro del grupo son los polietilenglicoles (macrogoles), que son

polimeros de férmula general.(!?)

Los elementos de peso molecular 200-700 son liquidos de viscosidad
creciente; los de peso molecular 800-1500 tienen consistencia
semisolida, y los superiores 3000-6000 son céreos o solidos

(carbowax). Mediante combinaciones en proporciones conveniente de
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polietilenglicoles de bajo y elevado peso molecular se obtienen

productos que poseen consistencia de pomadas.(!?

Su ventaja principal es la de ser soluble en agua. A medida que el peso
molecular aumenta, se van haciendo mas y mas compatibles con las
grasas, hasta el punto de que los ultimos forman parte de algunos

excipientes grasos.(?

Los politilenglicoles son ttiles como vehiculos de farmacos, pero
poseen algunas incompatibilidades (compuestos fendlicos, 4cido
benzoico y algunos fadrmacos especificos). No obstante, por sus
propiedades dermatologicas, las bases de polietilenglicol han alcanzado
gran difucién. Su utilizacion es especialmente adecuada para pieles
seborreicas. No son irritantes, poseen una buena capacidad de
adherencia y extensibilidad sobre la piel y no impiden la transpiracion
gaseosa ni la sudoracion. Su elevada higroscopicidad hace que se

consideren excelentes excipientes para el secado de heridas.(!?)

B. Cremas
Las cremas son emulsiones liquidas viscosas o semisolidas de tipo aceite en
agua O/W o agua en aceite W/O. Las cremas farmacéuticas se clasifican como
bases lavables con agua y se describen en la seccion pomadas. Son formas
farmacéuticas constituidas por dos fases: una lipéfila y otra acuosa; tienen

consistencia blanda por su alto contenido acuoso.!'>

Hidréfobas: La fase continua o externa es la fase lipofila debido a la

presencia en su composicion de emulgentes tipo W/O.

Hidrofilas: La fase externa es de naturaleza acuosa debido a la presencia en

su composicion de emulgentes tipo O/W.

Una diferencia entre la crema y la pomada es que la pomada fluye con
dificultad y las cremas fluyen facilmente, ademas las pomadas son siempre

monofasicas.
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C. Pastas: Contienen elevadas proporciones de solidos finamente dispersos en
el excipiente lipofilo (pastas grasas) o hidrofilo (pastas acuosas) por lo que,
generalmente, su consistencia es bastante elevada. Son muy consistentes y de
bajo flujo, contienen polvos insolubles como 6xido de zinc, almidén, caolin,
talco.!¥)

D. Geles: Los geles (a veces llamados jaleas) son sistemas semisolidos que
consisten de suspensiones compuestas por particulas inorganicas pequeias o
moléculas organicas grandes interpenetradas por un liquido. Cuando la masa
del gel consiste en una red de particulas pequefias separadas, el gel se clasifica
como un sistema bifasico.!¥
Los geles monofésicos consisten en macromoléculas organicas distribuidos
de modo uniforme a través de un liquido de manera que no existen limites
aparentes entre las macromoléculas dispersas y el liquido. Los geles
monofésicos pueden obtenerse de  macromoléculas  sintéticas
(p.ej.carbomero) o de gomas naturales (p.ej.tragacanto) y estas ultimas
llamadas mucilagos. Si bien los geles generalmente son acuosos, pueden

utilizarse alcoholes o aceites como fase continua.!'®

Los geles pueden usarse para la administracion de drogas en forma topica. La
definicion de BP establece que los geles consisten en liquidos gelificados

mediante agentes gelificantes adecuados.!®)

Geles hidrofobos: Las bases de los geles hidrofobos (oleogeles) por lo
general consisten en parafina liquida con polietileno o aceites grasos

gelificados con silica coloidal o jabones de aluminio y zinc.!¥)

Geles hidrdfilos: Las bases de los geles hidrofilos (hidrogeles) por lo general
consisten en agua, glicerol o propilenglicol gelificados con agentes
gelificantes como tragacanto, almidon, derivados de la celulosa, silicatos de

aluminio y magnesio.!®)
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1.8.1 Procedimiento para la elaboracion de lidocaina 5% pomada

Formulacion:
MATERIAS PRIMAS DE LA CANTIDAD
FORMULACION
Polietilenglicol 400 48.00 g
Propilenglicol 2500 ¢
Polietilenglicol 4000 2200 g
Lidocaina Base 5126 g

En un beaker de 500 mL adicionar polietilenglicol 400 calentar a 80° C
aproximadamente, una vez caliente adicionar polietilenglicol 4000
agitar hasta completa disolucion, agregar lidocaina base en esta mezcla
disolviendo en caliente y bajo constante agitacion manual, agregar
lentamente y bajo agitacion propilenglicol, agitar manualmente hasta

completa homogenizacion.

Caracteristicas de la lidocaina base

Polvo cristalino blanco o ligeramente amarillo. Tiene un olor
caracteristico y es estable al aire. Muy soluble en alcohol y cloroformo,
facilmente soluble en benceno y éter, practicamente insoluble en agua

y se disuelve en aceites. !4

Caracteristicas de los excipientes

Al elaborar la pomada que contiene lidocaina base como principio
activo se tuvo como excipientes bases hidrosolubles lo cual significa
que se disuelven facilmente en agua ofreciendo una ventaja al momento
de disolver la pomada en la fase moévil (agua: metanol) de nuestro
método por cromatografia liquida de alta performance permitiendo asi
una recuperacion adecuada del principio activo el cual pretendemos

cuantificar.
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Propilenglicol ®
Iupac: propano-1,2-diol

Descripcion

Liquido transparente, incoloro, viscoso, con un sabor leve caracteristico
practicamente inodoro. Absorbe la humedad cuando se expone al aire

htimedo.

pH (25°C): 7.0-8.5

Peso especifico: 1.035-1.037

Solubilidad

- Con agua, con acetona y con cloroformo: miscible
- En éter: soluble

- Con muchos aceites esenciales: disuelve

- Con aceites fijos: inmiscible

CHa
Ho/\/

HO

Fig.N°1.4 Estructura del propilenglicol
Polietilenglicol 400

Iupac: Poli(oxietileno)

Liquido transparente a levemente turbio, incoloro o practicamente
incoloro, levemente higroscopico y viscoso, con un leve olor
caracteristico y un peso especifico a 25°C de aproximadamente 1.12.

La temperatura de solidificacion aproximada es de 6°C.
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H{O\d[?/H

Fig. N°1.5 Estructura del polietilenglicol

Solubilidad

Con agua: miscible

- En acetona, en alcohol, en cloroformo, en eter monoetilico:

soluble
- En acetato de etilo y en tolueno: soluble
- En éter y en hexano: insoluble
Polietilenglicol 4000

Material plastico, practicamente inodoro e insipido, blanco, ceroso, con
una consistencia similar a la cera de abejas, o bien como copos, perlas

o polvos de color blanco cremoso. pH:4.5-.7.5
Solubilidad
- En agua: Féacilmente Soluble

- En acetona, en alcohol, en cloroformo, en éter monoetilico de

etilenglicol, en acetato de etilo y en tolueno: soluble

- En éter y en hexano: insoluble
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1.8.2 Preparados, dosis y vias de administracion>

En la tabla N° 1.1 se muestran los diferentes preparados de la lidocaina, sus

respectivas dosis y vias de administracion.

Tabla N° 1.1 Caracteristicas de la lidocaina anestésico local de uso comun

MEDICA | DURACION ViA PRESENTACIONES DOSIS
MENTO
Lidocaina | 0.5-1h Inyeccion solucion 2 y 4%

Intravenosa 10 a 20 mg/mL 1 al.5mg/Kg
de peso
corporal

90 min Intramuscular 4 a5mg/Kg

Infiltracion 0.5a1%

Infusiones 1 a4 mg/ min

Lidocaina | 3h Topica parche de lidocaina al 5%
1 0 ' 0
Bopion Jse:;ea 2%, ungiiento 2.5% y
0

¢ En el laboratorio Medifarma S.A se elabor6 una pomada de lidocaina al 5% cuya
dosis se presenta a continuacion:
a)  Dosis usual en adultos y adolescentes:
Anestésico local de mucosas.
- Mucosa oral: Topica, aplicar pomada al 5% a la mucosa oral previamente
seca.
- Para uso durante el ajuste de nuevas dentaduras: Aplicar a toda la
superficie dental que tenga contacto con la mucosa hasta un maximo de 5
g de pomada por dosis o 20 g de pomada por dia.
- Orofaringea: Topica, aplicar pomada al 5% al area deseada o al
instrumento antes de la insercion.
b)  Dosis usual pediatrica:
Anestésico local de mucosas: Topico, la dosis debe ser individualizada,

dependiendo de la edad, peso y condicion fisica del nifio, hasta un maximo
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de 4.5 mg por kg de peso corporal o 2.5 g de pomada en un periodo de 6

horas.
1.9 Métodos para cuantificar lidocaina base

1.9.1 Método 1 Valoraciones Volumétricas Residuales: Algunas valoraciones
farmacopeicas requieren la adicion de un volumen determinado de una solucion
volumétrica, en exceso del necesario para reaccionar con la sustancia a valorar.
Después, el excedente de esta solucion se valora con una solucion volumétrica. Esto
constituye una volumetria residual y también se conoce como "retrovaloracion" o
"valoracion por retorno". La cantidad de la sustancia valorada se puede calcular a
partir de la diferencia entre el volumen de la solucion volumétrica que se agregod
originalmente corregida por medio de una valoracion con un blanco y el consumido
por la solucion volumétrica en la retrovaloracion, teniendo en cuenta los respectivos
factores de molaridad o normalidad de las dos soluciones y el factor de equivalencia
para la sustancia indicado en la monografia correspondiente.

Dosaje:
Rango establecido segun USP 36:

El Ungiiento de Lidocaina es lidocaina en una base hidrofila de ungiiento adecuada.
Contiene no menos de 95.0 por ciento y no mas de 105.0 por ciento de la cantidad
declarada de lidocaina y como lidocaina base contiene no menos de 4.75 g/100 gy

no més de 5.25 g/100 g. ©

Lidocaina base :5,00(4.75-5.25)g/100g
% : (95.0%-105.0%)
Valoracion:

Pesar con exactitud una cantidad de 1 g de muestra y transferir a un separador que
contenga de 10 a 15 mL de agua purificada, mezclar para asegurar la dilucién total
de la pomada, agregando 1 mL de hidréxido de amonio 6N y extraer agitando con

cuatro porciones de 20 mL de cloroformo. Combinar los extractos cloroféormicos y
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evaporar con ayuda de una corriente de aire tibio, agregando 25.0 mL de acido
sulfirico 0.02N SV hasta justo antes de eliminar la tltima traza de cloroformo.
Completar la evaporacion de cloroformo. Adicionar 0.5 mL de indicador de lidocaina
y valorar el exceso de acido sulfirico con hidroxido de sodio 0.02N SV hasta la
aparicion de un color verde. Realizar un blanco en las mismas condiciones que la

muestra.®

Indicador de lidocaina: Preparar una mezcla de 3 partes de verde de bromocresol

SR y 1 parte de rojo de metilo SR.®

Verde de bromocresol SR: Disolver 50 mg de verde de bromocresol en 100 mL de
alcohol y filtrar si fuera necesario. ©)
Rojo de metilo SR: Disolver 100 mg de rojo de metilo en 100 mL de alcohol y filtrar

si fuera necesario. ©

Calculos:

(Gb—-Gm)x F x4.686x100
Lidocaina base g/100 g = Wmx1000
Donde:

Gb: Volumen en mL del hidroxido de sodio 0.02 N SV consumidos en el blanco
Gm: Volumen en mL del hidréxido de sodio 0.02 N SV consumidos en la muestra
F: Factor de correccion del hidroxido de sodio 0.02 N SV
4.686: mg equivalente de lidocaina por cada mL de 4cido sulfarico 0.02N SV
Wm: peso de la muestra expresada en g. ©
Solucion Valorada (SV): solucién de concentracion exactamente conocida, que
contiene una masa conocida de soluto en un volumen definido de solucién o de

solvente.

e (Calculo del mg equivalente de lidocaina por mL de acido sulfurico 0.02 N
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Lidocaina base:
Peso Molecular: 234.34 g/mol

1 mol y 23434 g

L mol
1M 23434 ¢ 1000 mL
0.01 M 23434 ¢ 1000 mL
0.01 N 2.3434 mg 1 mL
0.02N 4.686 mg 1 mL

1.9.2 Método 2: Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC)

1.9.2.1 Definicion:

La cromatografia de liquidos segun se usa en compendios, es sindbnimo de
cromatografia liquida de alta presion y de cromatografia liquida de alta
resolucion. La cromatografia de liquidos es una técnica de separacion
basada en una fase estacionaria solida y una fase moévil liquida.

La cromatografia es un método separativo, la columna, donde se produce

la separacion puede considerarse el corazon del sistema cromatografico.
(16)

Se utiliza para separar y determinar las especies presentes en muestras de
materiales organicos, inorganicos y biologicos. La cromatografia de
liquidos de alta resolucion se puede clasificar segun la naturaleza de la fase
estacionaria. Asi existe, la cromatografia de particién o cromatografia de
liquido-liquido, de adsorcion o cromatografia liquido-s6lido, de
intercambio i6nico o cromatografia idnica, de exclusion molecular y

cromatografia de afinidad.'®
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1.9.2.2 Partes:
Un reservorio de fase movil:

El reservorio es el recipiente que contiene la fase movil. Puede ubicarse
externamente en un equipo modular, y en general algunos centimetros
sobre el nivel de la bomba para que la fuerza de gravedad dirija el solvente

hacia esta.(1®)
Tuberias:

La fase movil empleada en HPLC debe circular por tuberias que conectan
el reservorio de solvente con la bomba, la bomba con el inyector, este con
uno o mas detectores conectados en serie, y eventualmente con un colector
de fracciones o valvulas de distribucion. Es evidente que estas tuberias
deberdn ser inertes, y de acuerdo a su ubicacion en el sistema
cromatografico, resistente a altas presiones. Asi se emplean tubos de acero

inoxidable o poliméricas.('®

Uniones: Las uniones permiten conectar las tuberias, y con ellas, los

distintos componentes del sistema cromatografico.('®
Bomba:

Las bombas de HPLC impulsan la fase movil proveniente del reservorio
de solvente hacia el inyector, y desde alli hacia la columna. Su caudal de
trabajo puede ser muy variable, segin la escala de trabajo escogida.
Existen bombas capaces de entregar caudales muy pequefios, del orden de
microlitros/ minuto pasando a caudales de unos pocos mililitros/ minuto

para la cromatografia analitica convencional .('®
Inyectores:

El inyector es el dispositivo que permite introducir la muestra en solucion

sin interrumpir el caudal de solvente a través del sistema.('®
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Detectores:

El detector es la parte del equipo cromatografico que permite “ver” y
ubicar en tiempo y espacio la posicion de cada componente de una muestra
a la salida de la columna cromatografica, se utilizan distintos tipos de

sistemas de deteccion que pueden clasificarse de la siguiente forma: 19

a) Los detectores basados en una propiedad de la disolucion miden el
cambio de alguna propiedad fisica de la fase moévil que contiene el
analito en comparaciéon con la misma fase movil pura, tambien
llamados detectores generales suelen ser poco sensibles, ejemplos:
detector de indice de refraccion y el de conductividad.

b) Los detectores selectivos basados en una propiedad del soluto
responden a una propiedad fisica o fisico-quimica del soluto, y que
generalmente no la presenta la fase movil. suelen ser bastante
selectivos y muy sensibles, por ejemplo el detector UV, que producira
una sefal proporcional a la absorbancia del soluto a una longitud de

onda dada.
Detectores UV:

Es el detector mas empleado en HPLC. Posee buena sensibilidad y rango
lineal, y permite detectar analitos en el orden de nanogramos. No es
destructivo y puede emplearse con gradiente de solventes, con la Unica
limitaciéon de que estos sean transparentes en la longitud de onda de
trabajo. Es un detector muy poco sensible a los cambios de caudal y
temperatura. El detector UV opera en el rango de 190 a 350 nm, y en
algunos equipos se puede extender a la zona del visible del espectro (350
a 700 nm) recibiendo asi el nombre de detector UV/visible. La
concentracion del analito en la muestra se determina por aplicacion de la
ley de Beer: A=a.b.C donde A es la absorbancia, a es la absortividad molar
del analito, b es el camino dptico de la celda medido en cm y C es la

concentracion del analito en la muestra expresado en moles/L.!9)
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Existen dos tipos de detectores UV: los de longitud de onda fija y los de
longitud de onda variable.!®)

Detectores de longitud de onda fija: Este detector opera a longitudes de
onda prefijadas, determinadas por las lineas de emision de su ldmpara,
habitualmente de mercurio de baja presion. Como longitudes de onda de
trabajo se utilizan las bandas de emision de la lampara de mercurio,
especialmente la fuerte linea de 254 nm. El verdadero monocromador del
instrumento es la propia emision de la lampara pero, para eliminar lineas
de otras longitudes de onda lejanas a la linea de trabajo se utilizan filtros
de interferencia. La lampara de mercurio no emite a 280 nm, pero los
filtros de oxido de fosforo, al ser irradiados con la lampara de mercurio

emiten a esa longitud de onda.('®

Lémpara

de

Marcurlo
—=1—>
Celda Fotomultiplicador
Flitro “

de

Interferencla

Fig. 1.6 Detector de onda fija o fotométrica
Detector de onda variable o espectrofotométrico:

Este detector es simplemente un espectrofotometro, en el cual se remplaza
el compartimiento de cubetas por una celda de flujo. Es mucho mas
versatil que el detector de longitud de onda fija ya que al tener red de
difraccion permite seleccionar libremente la longitud de onda de trabajo.
Podremos escoger asi la longitud de onda de maxima absorcion del analito
para aumentar la sensibilidad de medicién. Emplea una ldmpara de
emision continua, de deuterio o de xenon. La luz emitida por la lampara se

enfocan a un monocromador, habitualmente una red holografica de
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difraccion, y la luz monocromatica escogida se dirige hacia la celda de

medida y de alli hacia el fotomultiplicador.!®)

Ranura

de
Entrade

Fotomultiplicador
= -0

[oocn

Ranura
de
Sallda

Red

de
Difraccion

Fig.N° 1.7 Detector de onda variable o espectrofotométrico
Fase estacionaria:

Las separaciones se logran por procesos de particion, adsorcion e
intercambio i6nico, segun el tipo de fase estacionaria empleada. Las fases
estacionarias mas comunmente usadas son la silice modificada o las
microperlas de polimero. Las microperlas se modifican agregando

hidrocarburos de cadena larga.'®

Columna cromatografica:

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

monografia individual.(!®

Fase movil:

La fase movil es un disolvente o mezcla de disolventes.!'®
Elucién en gradiente: Se denomina elucion en gradiente o programacion

del disolvente a la técnica de cambiar continuamente la composicion del

disolvente durante la cromatografia.(!®
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Sistema de toma y procesamiento de datos: El resultado del ensayo
cromatografico es, por un lado, la obtencion de fracciones separadas de los
componentes de la muestra, y por el otro, la de un grafico o cromatograma,
de cuya interpretacion pueden extraerse conclusiones cualitativas y
cuantitativas. Este 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 los que podemos citar. (19
Registro grifico, que convierte la sefial en un grafico de tipo X-Y (9

Integrador, que permiten no solo obtener un registro grafico
(cromatograma) sino también su tratamiento matematico para el calculo

de concentraciones.'®

Computador: Béasicamente, el integrador es una computadora de uso muy
especifico En este punto nos referimos a una computadora, que permite
con el software apropiado tanto el registro grafico del cromatograma como
los célculos apropiados, la manipulacion de datos, el almacenamiento de
ensayos, generacion de reportes, e incluso el manejo global de varios
cromatografos. Como las computadoras necesitan sefiales digitalizadas, se
necesita una interface analogica digital que convierta la sefial analdgica

entregada por el detector.®)
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Fig.N° 1.8 Esquema de los componentes de un equipo para HPLC

En la Fig. N° 1.8 podemos observar que el cromatdgrafo liquido estd
constituido por un reservorio de solventes que alimenta al sistema con la
fase movil, luego el inyector que permite la introduccion de la muestra; la
bomba la cual es un sistema para forzar el pasaje de la muestra y la fase
movil a través de la columna; el detector sistema de monitoreo de la
solucion que emerge de la columna, el sistema de registro de los datos
provenientes del detector, la sefial del detector la cual puede ser
interpretada y procesada por una computadora como resultado del analisis
cromatografico se obtiene un cromatograma el cual relaciona la

concentracion de soluto en funcién del tiempo de elucion.'®
1.9.2.3 Bases de la separacion:

Cuando la muestra y la fase movil son forzados a atravesar la fase
estacionaria, entran en juego distintos tipos de interaccion entre cada uno
de los componentes. Interacciones hidrofobicas, puentes de hidrogeno,
interacciones dipolares y electrostaticas que son las responsables de la
menor o menor afinidad de cada uno de los componentes de la muestra por
la fase movil o la fase estacionaria. Asi, el componente mas a fin a la fase
estacionaria se retiene mas y tarda mas en eluir (es decir en salir de la

columna) y el mas a fin a la fase movil se retiene menos y eluye antes. 19
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Fig.N° 1.9 Separacion hipotética de los solutos A, B, C, en equilibrio entre
la fase movil (m) y la estacionaria (€).S representa las moléculas de fase

movil.

En la Fig. N° 1.9 se muestran algunas particulas de la fase estacionaria,
moléculas de solvente (de la fase mévil) y moléculas de soluto (A, B, C),
constituyentes de la muestra en ensayo. Para A, B, C: representado con el
subindice “m” la fraccion del solutos disuelta en la fase movil y con el
subindice “e” la disuelta en la fase estacionaria. Las caracteristicas
quimicas de las especies A, B, C pueden ser, en relacion a las moléculas
del solvente y a los grupos funcionales de la fase estacionaria, lo
suficientemente diferentes como para ser atraidas con distinta fuerza por

esta ultima.
1.9.2.4 Nomenclatura:

La nomenclatura en cromatografia fue estandarizada por la American
Society for testing and Materials, ASTM y la International Uni6n of Pure
and Applied Chemistry, [IUPAC.(®

Cromatogramas: Un cromatograma en una representacion grafica de la

respuesta del detector.!®)
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a) Pico gaussiano b) Picos gaussiano separados

Fig.N° 2.0 Algunos tipos de picos cromatografico

Volumen de elucion (Ve): Es el volumen de fase moévil eluida entre la
inyeccion y la elucion de la concentracion méxima del soluto. A caudal
constante, el tiempo transcurrido entre dichos puntos corresponde al
tiempo de elucién o tiempo de retencion. o)

Volumen muerto (Vo): Es el volumen total de solventes entre el punto de
inyeccion y el de deteccion. Comprende el volumen que la fase movil
puede ocupar entre las particulas, entre las particulas y la pared de la
columna, en el interior de las tuberias, uniones, etc.'®

Pico: El pico es la porcion de cromatograma que registra la respuesta del

detector cuando un componente individual eluye de la columna.('®

Linea de base: Es la porcion del cromatograma donde solo se aprecia la

elucion de la fase movil, sin sefial debida al soluto.®)

Tiempo de retencion (Tr): Es el tiempo medido entre la inyeccion y la
elucion de la concentracion maxima del soluto enésimo (maxima senal).
La distancia entre este maximo de la sefial y la linea de base es la altura

del pico en cuestion.®

Factor de capacidad (K): Es el cociente entre el nimero de moles de
soluto en la fase estacionaria y el nimero de moles de soluto en la fase
movil y estd relacionado con el coeficiente de distribucion entre ambas

fases.(1®)
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Numero de moles del soluto en la fase estacionaria

Numero de moles del soluto en la fase movil

Resolucion(R): El objetivo primario de la cromatografia es la separacion
de los constituyentes de una muestra. Es natural, entonces, la necesidad de
contar con una expresion cuantitativa de la calidad de la separacion. La

resolucion se calcula por cada para de picos adyacentes como: !¢

()
1/2(W2 + Wl)
Donde:
t2yti  :tiempos de retencion de los picos 2 y |

w2y w1 : anchos de pico medidos en su base.

Ancho de pico (w): Esta medicion se puede efectuar con varios objetivos:
para calcular la eficiencia de la columna (platos teoricos), la resolucion,
para el calculo manual de 4rea de picos y en algunos integradores

electronicos se ingresa como dato de ajuste de integracion. (19

Platos teoricos: La eficiencia de una columna cromatografica y por lo
tanto su poder separativo se mide en funcién de su nimero de platos

tedricos.9)
1.9.2.5 Cromatografia en fase reversa

La difusion de la fase reversa se debe a un factor clave: la silicagel (como
también la alumina), es un material fuertemente higroscoépico. El agua
adsorbida, que forma capas simples o multiples alrededor de la particula y
llega a tapar sus poros, es responsable de la perdida de actividad de la fase

estacionaria en fase normal.('®

Las ventajas de la cromatografia en fase reversa pueden resumirse asi:
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e Compuestos no ionicos, idnicos e ionizables pueden ser separados en la misma
columna, con la misma fase movil.

e La fuerza de atraccion superficie no polar —soluto es débil.

e La adsorcion irreversible, frecuente en silicagel, raramente ocurre

e La fase movil predominante es agua, abundante y econémica.

¢ El modificador organico predominante, metanol, es asequible en calidad y precios
adecuados.

e El orden de elucion es predecible, en funcion de la hidrofobicidad del analito.

¢ Se necesita poco tiempo para el equilibrio del sistema luego de un cambio de fase

movil.

Mecanismo de retencion: Se ha sugerido que el modo de interaccion entre el soluto y la
fase ligada puede ser de tres tipos, particion del soluto entre la fase méovil y una fase

estacionaria Iquida, adsorcion sobre una fase estacionaria s6lida.('®

En HPLC, la fase estacionaria es no polar y la fase mévil es muy polar en general mezcla
de agua y un modificador organico, metanol. Como el material de relleno de la columna
es no polar, las unicas fuerzas de interaccion posibles deberian ser las de Van der Waals,
descartandose la priori otras interacciones. Sin embargo, las fuerzas de Van der Waals no

bastan por si mismas para justificar la retencion observada.

La teoria solvofébica de Horvath es probablemente la de mayor aceptacion. Segun esta,
la fuerza de retencion en fase reversa se debe al aumento de entropia que acompana a la
transferencia del soluto de la fase movil (polar) a la fase estacionaria (no polar). Dicho de
otro modo, la interaccion de las moléculas de soluto y de solvente es mucho mas débil
que la interaccion de las moléculas de solvente entre si. Como consecuencia, el soluto es
expulsado de la fase movil y forzado a penetrar en la fase estacionaria, que actia como

receptor pasivo.!?®
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Fraccién polar del soluto:

interaccién con la
OHJ fase mévll

Fracclién hidroféblca de! soluto:
Interacclén con la fase ligada

Particula de silicagel

Fig.N° 2.1 Mecanismo de retencion en fase reversa. Interaccion de fenol con la fase

estacionaria y la fase movil.

La magnitud de la interaccion soluto y fase estacionaria serd mayor cuanto mayor sea el
tamafio del grupo apolar y consecuentemente, la superficie de contacto. Por el contrario,
las funciones polares del soluto favoreceran la interaccioén con los solventes polares y

reduciran la retencién.'©

La cadena hidrocarbonada: El sustituyente méas empleado en fase reversa es de tipo
alquilico, especialmente C18 y en menor proporcion C8. En HPLC, se observa que para
igual carga de carbono, a mayor longitud de cadena corresponde mayor retencion y para

igual longitud de cadena alquilica, a mayor cobertura mayor retencion.(®

Berendsen observo que la retencion de una serie de solutos aumenta con la longitud de la
cadena hidrocarbonada de la fase ligada. En primer lugar, se comprueba que a mayor

hidrofobicidad del soluto corresponde mayor retencion.(®

Aparentemente, la porcion terminal de la cadena hidrocarbonada de la fase estacionaria
es la que participa en el proceso de separacion si nuestro soluto posee un grupo apolar de
mayor tamafio, la superficie de contacto con la fase estacionaria serda mayor y se retendra
mas y si el soluto fuera de gran tamafio molecular, solo cadenas largas podrian separarlo

eficientemente.'®
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2. VALIDACION DE METODOS ANALITICOS
2.1 Definicion analitica

La validacion de técnicas analiticas es el establecimiento de evidencia documental
de que un procedimiento analitico conducira 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 validacién es la confirmacion, a través del examen y el aporte de evidencias
objetivas, de que se cumplen los requisitos particulares para un uso especifico

previsto. 1)
2.2 Otros términos relacionados con la validacion
CALIFICACION

La operacion por la que se comprueba que un equipo funciona correctamente y

produce en realidad los resultados previstos. 7
CALIBRACION

Conjunto de operaciones que determinan, bajo condiciones previamente
definidas, la relacion entre los valores indicados por el sistema de medicion y los

valores conocidos correspondientes a un patrén de referencia.!”

Por lo tanto, VALIDAR es verificar documentalmente que un método o proceso
hace lo que tiene que hacer. CALIFICAR es dotar o verificar las cualidades o
caracteristicas inherentes a un aparato y calibracion es una parte de la
cualificacion. Es por ello que los métodos deben ser validados y los equipos

calificados. (¥

El tema documentario es muy importante también porque nos permite obtener la
informacion y los pardmetros necesarios para adecuar nuestra validacion. Por lo

tanto existen directivas como (!319
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e Informes 34 y 37 de la OMS
e RESOLUCION N°0008-2003/INDECOPI-CRT
e GUIA DE LA AOAC
e GUIADE LA FAO
e GUIA EURACHEM
e GUIA BRASILENA
o ICH Q2A: Validation of Analytical Procedures: Methodology
e ICH Q2B: Text on Validation of Analytical Procedures:
2.3 Razones que justifican la validacion de métodos analiticos
Las razones que justifican la validacion de técnicas analiticas son:

a) Demostrar que los métodos son adecuados a los analisis propuestos en las
condiciones descritas, la validacion es la herramienta que permite obtener las pruebas

documentales al respecto.

b) Trabajar con métodos que ofrezcan confianza y seguridad en los resultados, lo cual
a su vez minimizara el nimero de fallos y repeticiones permitiendo un ahorro de

costos.

c¢) Trabajar con métodos validados permite no solo el conocimiento del método
analitico sino también cumplir con las exigencias legales tanto del registro de
especialidades farmacéuticas como de las buenas practicas del laboratorio con el fin

de asegurar la calidad, eficacia del producto y cumplir con la regulacion del pais (1819

2.4 Métodos susceptibles de ser validados (7
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¢ Ensayos de identificacion

e Ensayos para la determinacion del analito de interés de un materia prima o de una
especialidad farmacéutica.

e Ensayos para la determinacion de caracteristicas farmacotécnicas inherentes (test
de disolucion).

¢ Ensayos de limite impurezas y cuantificacion de impurezas.

e Ensayos para la determinacion de analitos en fluidos biologicos.

e Ensayos microbioldgicos.
2.5 Entorno Legal (7
2.5.1 Requerimientos para el registro

Ademas la FDA requiere para el registro de nuevos productos que los métodos

analiticos sean validados y debidamente documentados.
2.5.2 Normas de correcta fabricacion de medicamentos

Las normas de correcta fabricacion de medicamentos de la CEE indica que los
métodos de analisis deben estar validados, de igual forma las Good Manufacturing
Practice de los EEUU indican que deben establecerse y documentarse la exactitud,

sensibilidad, especificidad y reproducibilidad de los métodos analiticos utilizados.
2.5.3 Farmacopeas
Validacion frente a los Métodos Oficiales y/o de Farmacopeas:

Se puede diferenciar entre validacion de métodos de anélisis de principios activos

y especialidades farmacéuticas.

a) Principios activos de sintesis: Los métodos oficiales o de Farmacopea se
consideran validados siempre y cuando se apliquen a principios activos con la

misma ruta de sintesis.
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b) Especialidades: No es recomendable considerar ningun método oficial o de
farmacopea totalmente validado para una especialidad, puesto que dificilmente

tendré los mismos componentes ni la misma proporcion.
2.6 Organizacion: buenas practicas de laboratorio (7

Para validar un método analitico se requiere en primer lugar un entorno de trabajo
que garantice la seguridad de los resultados que se obtengan. La consecucion de

esta garantia de calidad requiere trabajar de acuerdo con unas pautas correctas.

Las BPL surgieron para evitar deficiencias tales como experimentos sin protocolos
previos, datos y resultados no supervisados o trazables, instrumentos y reactivos en

condiciones inaceptables, muestras no representativas, personal no cualificado, etc.

Frente a estas deficiencias las BPL preconizaban un sistema unificado de trabajo y

de gestion.
Las éreas de trabajo bajo normas BPL son:

a) Organizacién y personal de laboratorio

b) Instalaciones

¢) Cuidado, alojamiento y confinamiento de los elementos utilizados en los
sistemas experimentales bioldgicos.

d) Aparatos, materiales, reactivos

e) Sistemas experimentales

f) Productos de referencia

g) Documentacion

h) Archivos: almacenamiento y conservacion de registros

1) Verificacion de estudios

j) Inspecciones
2.7 Fases en el desarrollo de un método analitico y criterios de validacion (7
El desarrollo l6gico de un método analitico transcurre en diferentes fases.

2.7.1 Definicion de las caracteristicas de practicabilidad 17
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Han de evaluarse los pardmetros de practicabilidad del método analitico:
Precision exigible, sensibilidad deseable, grado de selectividad, tiempo,
coste, tamano de la muestra, cualificacion del personal, tipo de equipo e

instrumentacion, condiciones de seguridad.
2.7.2 Estudios de estabilidad de la muestra preparada para analisis (7

La estabilidad de la muestra preparada para analizar se evalua durante la

fase de desarrollo del método junto con la robustez.

La estabilidad de las disoluciones de la muestra, después de su preparacion
segin el método de analisis, debe ser evaluada de acuerdo al tiempo
requerido para su realizacion. Muchos laboratorios utilizan equipos
automaticos que procesan muestras durante largos periodos de tiempo, con
lo que la muestra puede permanecer horas preparada antes de ser analizada
de la misma forma debe demostrarse la estabilidad de la muestras y patrones

preparados si se utilizan durante varios dias.

La forma de evaluacion de este parametro consistiria en realizar inyecciones
replicadas de una misma muestra a lo largo del tiempo que se considere
necesario. En caso de que la estabilidad de la muestra pueda afectar al
resultado en el periodo de tiempo evaluado, se ha de hacer constar en el

método de analisis.
2.7.3 Caracteristicas de fiabilidad (!”

Dichas caracteristicas son las que demuestran la capacidad de un método
analitico para mantener a lo largo del tiempo los criterios fundamentales de

validacion.

Ademas debemos tener en cuenta las caracteristicas de desempefio del
método, las cuales se expresa en funciéon de los siguientes parametros

analiticos 27

2.7.3.1 Especificidad : 7
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Expresa la capacidad del método para medir y/o identificar simultaneamente
o de forma separada los analitos de interés, en forma inequivoca, en
presencia de otras sustancias quimicas que pueden estar presentes en la

muestra.

Otra posible aproximacion se puede realizar mediante el estudio de muestras
sometidas al estrés para generar los compuestos potencialmente
interferentes. Este tipo de estudios adquiere especial importancia para los
métodos en que se desea evaluar la estabilidad de un principio activo o
forma farmacéutica. Se debe comprobar a ser posible, la identidad del

analito y que la senal proviene solo de ¢l.

La presencia de interferencias puede tener distintos efectos en la
determinacion de analito como:

Imposibilitar su inequivoca identificacion (aparicion de falsos positivos)
Distorsionar la respuesta del analito (afecta normalmente la pendiente y
ordenada en el origen de la recta de calibrado). Este efecto puede delatar la
presencia de interferencias desconocidas. La selectividad de un método
analitico se deberia determinar antes de iniciar el estudio de cualquier otro
parametro de validacion, dado que debe conocerse en que grado la respuesta
del método es unicamente proporcionada por el analito; sin interferencias

de otras sustancias relacionadas con el de una u otra forma.

Ambito de aplicacidn

Determinacion cuantitativa de un compuesto o riqueza de un principio
activo: El método debe evitar la interferencia de excipientes, productos de
degradacion y/o impurezas en la respuesta proporcionada por el compuesto

o el principio activo objeto de la evaluacion analitica.

2.7.3.2 Linealidad: 7
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Expresa la capacidad del método para brindar resultados que son
directamente proporcionales a la concentracion del analito dentro de un

rango establecido.

Dentro del rango establecido se recomienda estudiar al menos cinco niveles
de concentracién al 50%, 75%, 100%, 125%,150% del contenido teodrico y
analizarlas por triplicado con un total de quince determinaciones, se
establece como criterio practico analizarlas en sentido creciente de
concentracion y se recomienda hacer pesadas individuales.

Con los resultados del estudio de la linealidad se prepara una tabla
relacionando las cantidades o concentraciones x (variable independiente) y
la respuesta (variable dependiente por ejemplo areas, alturas, absorbancias,
etc.). La relacion entre ambas variables se expresa matematicamente como
una recta de regresion del tipo y=bx+a . La representacion grafica de la recta
de regresion en un sistema de coordenadas junto con los valores

experimentales, permite visualizar la bondad del ajuste.

2.7.3.3 Precisién: 17

Refleja la medida en que los valores de una serie repetida de ensayos
analiticos que se realizan sobre una muestra homogénea son semejantes

entre si.

El objetivo del estudio de precision es conocer la variabilidad del método de
ensayo.

La precision engloba diferentes tipos de estudios:
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PRECISION
/ v

Repetibilidad Precision intermedia Reproducibilidad

/|

Repetibilidad Repetibilidad
instrumental del método

Repetibilidad: Estudia la variabilidad del método efectuando una serie de
analisis sobre la misma muestra en las mismas condiciones operativas (por un
mismo analista, con los mismos aparatos y reactivos, etc.) en un mismo
laboratorio y en un periodo de tiempo corto.

Precision intermedia: Estudia la variabilidad del método efectuando una
seriec de andlisis sobre la misma muestra pero en condiciones operativas
diferentes (diferentes analistas, dias, etc.) y en un mismo laboratorio.
Reproducibilidad: Estudia la variabilidad del método bajo condiciones
operativas diferentes y en distintos laboratorios.

La precision de un método analitico se expresa generalmente como el

coeficiente de variacion (CV) de una serie de medidas.

2.7.3.4 Exactitud: 7

Expresa la proximidad de un valor de referencia y el valor experimentalmente
encontrado.

No debe confundirse exactitud y precision. La precision esta relacionada con
la dispersion de una serie de mediciones, pero no da una indicacion de lo cerca
que esta del valor verdadero. Se puede tener mediciones muy precisas pero
poco exactas; sin embargo, para que un método sea exacto se requiere un

cierto grado de precision.
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.Cual es el valor verdadero del analito en 1a muestra?

Cuando se dispone de patrones de referencia certificados, el valor de dicho
patron es el que se acepta como valor verdadero. La exactitud puede
evaluarse aplicando el método sobre dicho patron o bien analizando
muestras de placebo o de problema a las que se afiadido una cantidad
conocida de dicho patron o mediante la comparacion de dicho método con
un método de referencia validado del que ya se demostré su exactitud;
entonces el valor verdadero es el que se obtiene con dicho método de
referencia y se compara con el valor hallado con el método nuevo que se

quiere validar.

1) Principio activo (analito puto)

2) Placebo cargado con el analito

VALOR DE REFERENCIA
ACEPTADO

Método de - Método de
referencia patron referencia

Los documentos de la ICH recomiendan que se evalue la exactitud
utilizando un minimo de nueve determinaciones sobre un minimo de tres

niveles de concentracion.

AMBITO DE APLICACION: (17

Segun la guia ICH, Q2A debe ensayarse la exactitud en métodos de analisis

para la valoracioén en materia prima, en producto acabado y en métodos de

analisis de cuantificacion de impurezas.
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2.7.3.5 Robustez: (17
Es el grado de reproducibilidad de los resultados mediante el analisis de las

mismas muestras bajo una variedad de condiciones.

Rango: Es el intervalo entre la concentracion superior e inferior de analito para el
cual se ha demostrado la correcta precision, exactitud y linealidad del método

descrito. @
2.8 Categorias de la validacién (7

Los parametros a considerar varian segin las exigencias legales de diferentes
organizaciones, fundamentalmente del método analitico seleccionado y el uso para
el cual esta previsto. Por tanto, los requisitos de validacidon necesarios se establecen

dependiendo de la categoria del ensayo.

Debido a la variedad de ensayos analiticos existentes, se hace necesario establecer
categorias que faciliten el estudio y reconozcan el tipo de informacion que se requiere
para la validacion de un método analitico, segun la clasificacion de la USP 36, estos

métodos se dividen en cuatro categorias.

e Categoria I: Cuantificacion de componentes principales de farmacos a granel o
ingredientes activos (incluyendo conservantes) en productos farmacéuticos

terminados.

e Categoria Il: Determinacion de impurezas en farmacos a granel o productos de

degradacion en productos farmacéuticos terminados.

e Categoria Ill: Determinacion de las caracteristicas de desempefio (disolucion,

liberacion de farmacos)
e Categoria IV: Pruebas de identificacion.

Todo previamente establecido nos ayuda en el desarrollo de la validacién planteada,

estableciendo los pardmetros adecuados.
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En la tabla 1.2 recomendada en la guia ICH Q2A me permite mostrar que se evaluara uno

u otro parametro de validacion dependiendo basicamente del tipo de ensayo.!”)

Tabla N° 1.2 Datos requeridos para la validacion de métodos analiticos 7

Parametro Identificacién Impurezas Valoracion:
Disolucion
Cuantitativo ~ Test limite Contenido
Exactitud No Si No Si
Precision
Repetibilidad No Si No Si
Precision Intermedia  No Si No Si
Selectividad Si Si Si Si
Limite de deteccion No No Si No
Limite de cuantificacion = No Si No No
Linealidad No Si No Si
Rango No Si No Si

2.9 Tipos de validacién 17
2.9.1 Validacion Retrospectiva

Establecer una evidencia documentada de la idoneidad de un producto o proceso
basdndose en la evaluacién de datos historicos acumulados existentes del mismo
siempre y cuando no se hayan modificado los procedimientos, maquinarias, tamafio

de lote y caracteristicas de las sustancias empleadas.
2.9.2 Validacion Prospectiva

Se realiza cuando la verificacion del cumplimiento de las condiciones establecidas

para un método analitico, se llevan a cabo antes de la comercializacion del producto.

2.9.3 Revalidacién (7
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La introduccién de un cambio que pueda afectar la idoneidad del método analitico
establecido por la validacion, es decir una revalidacion total o parcial de dicho

método analitico. Entre los motivos que exigen una nueva validacién tenemos:

e Cuando ha pasado varios afios se tiene que seguir demostrando que el método

sigue siendo valido.
e Con el cambio de muestra.

e Cuando se produzcan cambios sustanciales en los instrumentos o materiales

utilizados.
e Al aplicar la técnica analitica en diferente laboratorio.

e Modificaciones de pardametros analiticos como los tiempos de agitacion, proceso

de extraccion, concentracion, etc.!!”
3.0 RAZONES QUE JUSTIFICAN EL CAMBIO DE TECNICA
Las razones que justifican dicho cambio se explicara a continuacion:

¢ En la técnica anterior por el método volumétrico se trabaja con un mayor empleo
de reactivos como cloroformo, alcohol, hidréxido de amonio, acido sulftrico los
cuales son toxicos, altamente irritantes y nocivos para la salud del analista,
entorno y cuidado del ecosistema.
Cloroformo:
Puede ser fatal si se ingiere, inhala o si es absorbido através de la piel, causa
irritacion a la piel, ojos y aparato respiratorio, puede afectar el sistema nervioso
central, sistema cardiovascular, rifiones, higado, se sospecha de riesgo de cancer,
puede causar cancer, el riesgo de cancer depende del nivel y duracion de la
exposicion.

e Las soluciones valoradas que se emplea no son de uso frecuente en el laboratorio
por lo que se tiene que preparar y valorar el mismo dia de su uso lo cual toma

tiempo debido a que las sales para la factorizacion tienen que ser previamente
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desecadas; la factorizacion es la accion de calculo del factor de una disolucion
mediante una titulacion.

e Unainadecuada agitacion no me va permitir disolver bien la muestra y su posterior
extraccion serd defectuosa por lo que este paso resulta critico en dicho método y
hace de este método engorroso por la demanda de reactivos y tiempo por todas
estas razones es que se justifica el cambio de dicho método por una validacion.

La validacién de esta técnica analitica me permite demostrar que el método es adecuado
al analisis propuesto en las condiciones descritas, la validacion es la herramienta que
permite obtener las pruebas documentales al respecto. Ademas este método ofrece
confianza y seguridad en los resultados, lo cual a su vez minimiza el nimero de fallos y
repeticiones, trabajar con métodos validados permite no solo el conocimiento del método
analitico sino también cumplir con las exigencias legales con el fin de cumplir con la

regulacion del pais 20-21-22)
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CAPITULO I
MATERIALES Y METODOS

1. MATERIAL:
1.1 MUESTRAS:
Las muestras a analizar seran:
a.- Producto terminado contenido en su envase definitivo.

b.- Placebo del producto.

c.- Principio activo mas el placebo en las concentraciones requeridas para el

analisis de los parametros a estudiar.

a. Producto:

Nombre : Pomada de Lidocaina Base al 5%

Lote g 1057652

b. Placebo, blanco o matriz de la muestra: Es un blanco de la muestra
problema que contenga todos los ingredientes de la muestra problema excepto

los analitos.

Preparacion:
Se obtiene al mezclar todos los auxiliares de la formulacion de Lidocaina 5%
Pomada, excluyendo al principio activo, en las mismas proporciones que en

la formula de fabricacion:
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MATERIAS PRIMAS DE LA CANTIDAD

FORMULACION

Polietilenglicol 400 48.00 ¢
Propilenglicol 2500 g
Polietilenglicol 4000 2200 g

En un beaker de 500 mL adicionar polietilenglicol 400 calentar a 80° C
aproximadamente, una vez caliente adicionar polietilenglicol 4000 agitar hasta
completa disolucién en esta mezcla disolver en caliente y bajo constante

agitacion manual propilenglicol.

c. Estandar Secundario:

Principio activo " Lidocaina base
N¢ informe : MDFR-1334/11
Lote R ALC/LB/100902
Potencia (tal cual) : 99.10 %

1.2 MATERIAL DE LABORATORIO:
e Pipetas volumétricas de 2, 3,4, 5y 6 mL
e Pipetas graduadas de 5 mL
e Matraces volumétricos (fiolas) de 50 mL
e Probetas de 500 y 1000 mL
e Columna cromatografica L1
e Portafiltro
e Viales ambar de 2 mL

1.3 REACTIVOS:
e Metanol HPLC Marca: Merck Lote N° 1632807 214
e Fosfato monobasico de potasio Marca: J. T. Baker Lote N° K14C51
e Agua HPLC

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

UNIVERSIDAD
CATOLICA

DE SANTA MARIA

1.4 EQUIPOS:
, CALIFICADO
ITEM NOMBRE SERIE MARCA MODELO | CODIGO
CALIBRADO
JP73065342/
AT 1200-
Cromatografo DE62957554/ ) AT 1200
Agilent DAD
1 Liquido de Alta | DE64768830/ DAD Conforme
Technologies CAL-E93
Performance DE63070573/
DE64258638
JP73063941/
DE62957619/
Cromatégrafo AT 1200-
DE64768675/ Agilent AT 1200
2 Liquido de Alta ) 3 Conforme
DE63070616/ | Technologies VWD
Performance CAL-E97
DE71362674
CAL-
3 Balanza Analitica | 1127490591 | Mettler Toledo | XP 205DR Conforme
BAL-01
4 Potenciometro 075770 Orion 520 A+ | CAL-E83 Conforme
PrecisionCientif
5 Estufa 11-S-1 ‘ 16 CAL-E21 Conforme
ica /Terco
Agitador de Bafio RPC
6 Brandon 8510 CAL-ES8 Conforme
Ultrasénico 110410664E
Lampara de Luz
7 Ultravioleta 72260 Deshaga | = ---—---- CAL-E24 Conforme
(254nm — 366nm)
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OTROS:
Columna cromatografica L1 (octadecil silano) 150 mm x 4.6 mm x 5 pm

(ZorbaxExtend)

2. DETERMINACION DE LOS PARAMETROS
Considerando la validacién de la técnica analitica del tipo de Determinacion
Cuantitativa de un componente en un producto terminado por HPLC (Categoria I

<1225> USP36 NF30), se desarrollaran los siguientes parametros: ©*)

- Especificidad N
- Linealidad:
Linealidad del sistema Vv
Linealidad del método )
- Intervalo \
- Exactitud v
- Precision :
Repetibilidad instrumental \
Repetibilidad del método v
Precision Intermedia v
\
- Robustez
- Limite de Cuantificacion (LC)
- Limite de Deteccion (LD)
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3. CRITERIOS DE ACEPTACION

Se establecid a priori para cada uno de los parametros a evaluar, segin
Procedimiento Operativo Estandar (P.O.E). de Validacién de métodos analiticos

de Laboratorios Medifarma S.A.>!7)

Los criterios de aceptacion para cada uno de los pardmetros estudiados, son los

siguientes:

3.1 ESPECIFICIDAD: El método es Especifico si el placebo y los posibles
productos, no deben dar una respuesta cuantificable. Es decir la posible
degradacion no interfieren con la determinacion del analito.( 1921

Se recomienda que la degradacion no sea mayor del 20% de la

concentracion inicial.

Para su determinacion se tomara en cuenta:

e Tiempos de retencion
e Areas
e La modificacion de las condiciones cromatograficas

e Las reacciones degradativas

Cuadro N° 2.1: Criterios de aceptacion para Especificidad:

Parametro Criterio de aceptacion
% Recuperacion 98 — 102 %
Interferencia No debe ser mayor a 20%
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3.2 LINEALIDAD: El método posee una adecuada Linealidad si la recta de
regresion construida con las concentraciones de los analitos y sus areas
respectivas cumple con los pardmetros de regresion lineal y significacion

estadistica.

Cuadro N° 2.2: Criterios de aceptacion para Linealidad:

Parametro Criterio de aceptacion
Coeficiente de Correlacion r >0.995
Coeficiente de Determinacion 2 >0.990

Coeficiente de variacion de los

CV <2.0%
factores de respuesta
Homogeneidad de varianzas Gexp < Giablas
Anova Fexp > Frablas

Test de proporcionalidad
t exp < ttabla

Significacion estadistica de la
. t exp > ttabla
pendiente
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3.3 EXACTITUD: El método es Exacto si cumple con lo siguiente:

Cuadro N° 2.3: Criterios de aceptacion para Exactitud:

Parametro Criterio de aceptacion
% Recuperacion 98 — 102 %
t de Student t exp <t tabla

3.4 PRECISION: El método es Preciso si el Coeficiente de Variacion (CV) de los

diferentes tipos de estudio cumple con los criterios de aceptacion.?V

Cuadro N° 2.4: Criterios de aceptacion para Precision:

Tipo de estudio Criterio de aceptacion
Repetibilidad del Sistema CV<20%
Repetibilidad del Método CV<20%
Precision Intermedia CV<4.0%

3.5 ROBUSTEZ: El método es Robusto si cumple con lo siguiente:

Cuadro N° 2.5: Criterios de aceptacion para Robustez:

Parametro Criterio de aceptacion

Coeficiente de variacion CV<20%
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3.6 RANGO: El rango del método es validado (80 % - 120 %) cuando éste provee

aceptable precision, exactitud y linealidad dentro del intervalo ensayado. (-2!:23)
4.0. METODO ANALITICO
4.1. TIPO DE METODO ANALITICO
Técnica analitica propia por HPLC
4.2. DESCRIPCION DE LA TECNICA ANALITICA
DOSAJE  : LIDOCAINA BASE 5.00 (4.75—5.25) g/100 g
(95.0% - 105.0%)

Método.- Cromatografia de Liquidos (HPLC)

Sistema Cromatografico:

Fase movil 3 Preparar una mezcla filtrada y desgasificada de:

Metanol HPLC: Buffer fosfato pH 8.0 (75:25)

Preparacion Buffer fosfato pH 8.0:

Pesar con exactitud alrededor de 5.465 g de fosfato
monobasico de potasio en 900 mL de agua purificada y
ajustar a pH 8.0 + 0.05 con hidroxido de potasio al 50%,

luego diluir a volumen de 1000 mL. Homogeneizar.

Detector : UV, 230 nm

Columna : L1 (octadecil silano) 150 mm x 4.6 mm x 5 pm (Zorbax
Extend)

Velocidad de flujo 1.0 mL/minuto

Temperatura : 25°C
10 uL
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Volumen de
inyeccion
Tiempo de retencion  : 3.5 minutos aproximadamente.
Tiempo de corrida : 8.0 minutos aproximadamente
Aptitud del Sistema.-
Factor de Asimetria : No mas de 2.0
Desviacion estandar : No mas de 2.0% entre réplicas de inyeccion del estandar.
relativa

Preparacion del estandar.-

Pesar con exactitud alrededor de 50 mg de Lidocaina base, transferir a fiola de 50
mL, adicionar 20 mL de fase movil, llevar al ultrasonido por 5 minutos, llevar a
temperatura ambiente y diluir a volumen con fase movil. Medir 5 mL de la solucion
anterior, transferir a fiola de 50 mL y diluir a volumen con fase movil.

Homogenizar, filtrar por 0.45 pm e inyectar. (Conc. 0.1 mg/mL)

Preparacion de la muestra.-

Pesar con exactitud alrededor de 1 g de muestra (equivalente a 50 mg de Lidocaina
base), transferir a fiola de 50 mL, adicionar 20 mL de fase movil, agitar
mecanicamente por 10 minutos, llevar al ultrasonido por 5 minutos, llevar a
temperatura ambiente y diluir a volumen con fase movil. Medir 5 mL de la solucion
anterior, transferir a fiola de 50 mL y diluir a volumen con fase movil.

Homogenizar, filtrar por 0.45 pm e inyectar. (Conc. 0.1 mg/mL)
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4.3 FORMULA (*): Los célculos para la valoracion de Lidocaina base obedecieron

a lo siguiente :

Lidocaina base g/100g =
AM xWSt x 5x Pot x50 x50
ASt x50 x50 xWM x5 <100
Donde:
AM :  Area de la muestra
ASt . Area del estandar
WSt  : Peso del estandar expresado en mg
WM  : Peso de la muestra expresado en mg
PotSt : Potencia de estandar expresado en fraccion decimal como tal
cual

Se prepararon las muestras para los analisis correspondientes en cada parametro de
validacion, teniendo en cuenta procedimientos de la Asociacion Espafiola de

Farmacéuticos de la Industria y la USP 36, las cuales detallamos a continuacion:

5.0 PROCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACION DE LOS
PARAMETROS A EVALUAR

5.1 ESPECIFICIDAD

A. Determinacion de interferencia del diluyente:

a. Diluyente:

Analizar el diluyente. El resultado de analisis del diluyente no debe dar una
respuesta cuantificable. Esto indica que el diluyente no interfiere en el analisis
del analito.

Debe ser el mismo que se utiliza para la ultima dilucion de las muestras, en

este caso el diluyente es el mismo de la fase moévil se filtra por duplicado.
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B. Determinacion de interferencia de excipientes:

a. Preparacion del estandar:
Disolver 50 mg de Lidocaina base en fiola de 50 mL diluir con 20 mL de
fase movil llevar a agitacion por 10 minutos, ultrasonido por 5 minutos, diluir
a volumen con fase movil, tomar 5 mL de esta solucion y llevar a fiola de 50

mL, diluir a volumen con fase movil.

b. Placebo:
Analizar el placebo, segin la técnica analitica: El resultado de analisis del
placebo no debe dar una respuesta cuantificable. Esto indica que los excipientes
no interfieren en el analisis del analito.
Pesar 1 gramo de placebo en fiola de 50 mL diluir con 20 mL de fase movil
llevar a agitacion por 10 minutos, ultrasonido por 5 minutos, diluir a volumen
con fase movil, tomar 5 mL de esta solucion y llevar a fiola de 50 mL, diluir a

volumen con fase movil.

¢. Recobro:
Efectuar el analisis respectivo comparando la respuesta del analisis con la de
un patréon puro del principio activo, (ver exactitud, muestras al 100%).
Determinar la especificidad del método midiendo el grado de interferencia
obtenida por la diferencia de resultados del analisis del principio activo con y

sin placebo. Los resultados obtenidos deben concordar con + 2% del teorico.

Preparar una muestra de placebo con el principio activo al 100% por duplicado:
Pesar 1 gramo de placebo mas 50.0 mg de Lidocaina base en fiola de 50 mL
diluir con 20 mL de fase movil llevar a agitacion por 10 minutos, ultrasonido
por 5 minutos, diluir a volumen con fase mévil, tomar 5 mL de esta solucion

y llevar a fiola de 50 mL, diluir a volumen con fase movil.

C. Determinacion de Interferencia de Productos de Degradacion:
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e Preparacion del placebo: pesar 1 gramo de placebo en fiola de 50 ml.

e Preparacion de la muestra: pesar con exactitud alrededor de 1 g de placebo
y 50 mg de Lidocaina base, transferir a fiola de 50 ml.

e Preparacion del estindar: disolver 50 mg de Lidocaina base en fiola de
50 ml

Tratar con los siguientes métodos de degradacion:

1. Hidrolisis acida, por calentamiento en bafio maria a 50°C con 5 mL HCl
0.1N por 2 horas y posterior neutralizaciéon con 5 mL NaOH 0.1 N.

2. Hidrélisis alcalina, por calentamiento en bafio maria a 50°C con 5 mL NaOH
0.1N por 2 horas y posterior neutralizaciéon con 5 mL HC1 0.1 N.

3. Oxidacion, por 2 horas en bafio maria a 50°C con 5 gotas de Perdxido de
Hidrégeno al 30%.

4. Termodlisis, por calentamiento en estufa a 70°C por 15 horas

5. Fotolisis, exposicion en ldmpara de luz UV por 5 dias

Luego de someter la muestra, estandar y placebo a las degradaciones continuamos
con la preparacion del placebo, estdndar y muestra como se describe a
continuacion:

Preparacion del placebo:

Adicionar 20 mL de fase movil, agitar mecanicamente por 10 minutos, llevar al
ultrasonido por 5 minutos, llevar a temperatura ambiente y diluir a volumen con
fase movil. Medir 5 mL de la solucion anterior, transferir a fiola de 50 mL y diluir
a volumen con fase movil. Homogenizar. Se prepar6 una muestra y se analiz6 por
duplicado, filtrar por 0.45 pm e inyectar.

Preparacion de la muestra:

Adicionar 20 mL de fase movil, agitar mecanicamente por 10 minutos, llevar al
ultrasonido por 5 minutos, llevar a temperatura ambiente y diluir a volumen con
fase movil. Medir 5 mL de la solucion anterior, transferir a fiola de 50 mL y diluir
a volumen con fase movil. Homogenizar. Se prepar6 una muestra y se analiz6 por
duplicado, filtrar por 0.45 pm e inyectar. (Conc. 0.1 mg/mL).

Preparacion del estandar:
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Adicionar 20 mL de fase movil, llevar al ultrasonido por 5 minutos, llevar a
temperatura ambiente y diluir a volumen con fase movil. Medir 5 mL de la
solucion anterior, transferir a fiola de 50 mL y diluir a volumen con fase movil.
Homogenizar. Se prepar6 una muestra y se analiz6 por duplicado filtrar por 0.45

um e inyectar. (Conc. 0.1 mg/mL).

5.2 LINEALIDAD
Determinacion
Intervalos de trabajo
Por ser un ensayo de valoracion de un producto terminado cuya especificacion
es de 95% a 105%, el intervalo de trabajo sera: 85% - 115% de la concentracion

de trabajo.

5.2.1 Linealidad del Sistema
Se trabajo con estdndar secundario de Lidocaina base de manera que se
obtuvieron 5 concentraciones diferentes (50%, 75%, 100%, 125% y 150%),

trabajar por triplicado con 3 soluciones stock.

a. Concentracion al 50%

Disolver 62.5 mg de Lidocaina base en fiola de 50 mL diluir con 20 mL
de fase movil llevar a ultrasonido por 5 minutos, diluir a volumen con

fase movil. . Se preparo por triplicado (Solucion Stock).

Tomar 2 mL de la solucion stock y llevar a fiola de 50 mL , diluir a
volumen con fase movil, filtro por 0.45 pum e inyectar .(Conc. 0.05

mg/mL).

b. Concentracion al 75%
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Tomar 3 mL de la solucion stock y llevar a fiola de 50 mL, diluir a
volumen con fase movil, filtro por 0.45 pm e inyectar. (Conc. 0.075

mg/mL).

c. Concentracion al 100%
Tomar 4 mL de la solucion stock y llevar a fiola de 50 mL, diluir a

volumen con fase movil, filtro por 0.45 um e inyectar. (Conc. 0.1 mg/mL).

d. Concentracion al 125%

Tomar 5 mL de la solucion stock y llevar a fiola de 50 mL, diluir a
volumen con fase movil, filtro por 0.45 um e inyectar. (Conc. 0.125

mg/mL).

e. Concentracion al 150%
Tomar 6 mL de la solucion stock y llevar a fiola de 50 mL, diluir a
volumen con fase movil, filtro por 0.45 pm e inyectar. (Conc. 0.150

mg/mL).

5.2.2 Linealidad del Método

a. Preparacion del estandar al 100%
Simultaneamente con las muestras, analizar dos estandares de
concentracion conocida, al 100% de la concentracion nominal de trabajo.
Disolver 50 mg de Lidocaina base en fiola de 50 mL diluir con 20 mL
de fase movil llevar a ultrasonido por 5 minutos, diluir a volumen con
fase movil, tomar 5 mL de esta solucion y llevar a fiola de 50 mL, diluir

a volumen con fase mévil (Preparacion por duplicado).

b. Preparacion de las muestras:
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Preparar soluciones de placebo enriquecidos con el principio activo en
tres niveles de concentracion que cubran el intervalo de trabajo, por
pesadas independientes y por triplicado:

85%, 100% y 115% de la concentracion nominal de trabajo en rango

establecido.

b.1 Concentracion al 85% (por triplicado):

Pesar 1 gramo de placebo mas 42.5 mg de Lidocaina base en fiola de 50
mL diluir con 20 mL de fase moévil llevar a agitacion por 10 minutos,
ultrasonido por 5 minutos, diluir a volumen con fase movil, tomar 5 mL
de esta solucion y llevar a fiola de 50 mL, diluir a volumen con fase
movil..

b.2 Concentracion al 100% (por triplicado):
Pesar 1 gramo de placebo mas 50.0 mg de Lidocaina base en fiola de 50
mL diluir con 20 mL de fase moévil llevar a agitacion por 10 minutos,
ultrasonido por 5 minutos, diluir a volumen con fase movil, tomar 5 mL
de esta solucion y llevar a fiola de 50 mL, diluir a volumen con fase
movil.

b.3 Concentracion al 115% ( por triplicado):
Pesar 1 gramo de placebo mas 57.5 mg de Lidocaina base en fiola de 50
mL diluir con 20 mL de fase movil llevar a agitacién por 10 minutos,
ultrasonido por 5 minutos, diluir a volumen con fase movil, tomar 5 mL
de esta solucion y llevar a fiola de 50 mL, diluir a volumen con fase

movil.

5.3 EXACTITUD
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Determinacion

a. Preparacion del Estandar:

Disolver 50 mg de Lidocaina base en fiola de 50 mL diluir con 20 mL de fase
movil llevar a ultrasonido por 5 minutos, diluir a volumen con fase mévil, tomar
5 mL de esta solucion y llevar a fiola de 50 mL, diluir a volumen con fase movil
(Preparacion por duplicado).

b. Preparacion de las muestras:

Para este estudio se trabaja con las mismas muestras preparadas para la
determinacion de la linealidad del método. Se recomienda un minimo de 9
determinaciones sobre 3 niveles de concentraciones del analito que cubran el
rango especificado, por ejemplo 3 determinaciones por 3 niveles de
concentraciones, que podrian ser la concentracion central y las concentraciones

en los extremos del rango.

5.4 PRECISION

Determinacion:

5.4.1 PRECISION INSTRUMENTAL:
Para evaluar la precision instrumental inyectar 6 veces consecutivas una
solucidn del estandar. Determinar el CV de las areas y de los tiempos de
retencion obtenidos. El coeficiente de variacion obtenido debe ser menor
o igual 2%.
a. Preparacion del estindar:
Disolver 50 mg de Lidocaina base en fiola de 50 mL diluir con 20 mL
de fase movil llevar a agitacion por 10 minutos, ultrasonido por 5 minutos,
diluir a volumen con fase movil, tomar 5 mL de esta solucion y llevar a

fiola de 50 mL, diluir a volumen con fase movil.

5.4.2 REPETIBILIDAD
Determinar la Desviacion Estandar (S) y el Coeficiente de Variacion (CV).
Criterio de aceptacion: Coeficiente de Variacion (CV) < 2%

a. Preparacion del estandar:
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Pesar con exactitud alrededor de 50 mg de Lidocaina base, transferir a fiola
de 50 mL, adicionar 20 mL de fase movil, llevar al ultrasonido por 5
minutos, llevar a temperatura ambiente y diluir a volumen con fase movil.
Medir 5 mL de la solucién anterior, transferir a fiola de 50 mL y diluir a
volumen con fase movil. Homogenizar, filtrar por 0.45 pum e inyectar.
(Conc. 0.1 mg/mL)

b. Preparacion de la muestra (producto terminado):

Analizar 6 muestras independientes de un lote fabricado

Pesar con exactitud alrededor de 1 g de muestra (equivalente a 50 mg de
Lidocaina base), transferir a fiola de 50 mL, adicionar 20 mL de fase
movil, agitar mecanicamente por 10 minutos, llevar al ultrasonido por 5
minutos, llevar a temperatura ambiente y diluir a volumen con fase movil.
Medir 5 mL de la solucion anterior, transferir a fiola de 50 mL y diluir a
volumen con fase movil. Homogenizar, filtrar por 0.45 pm e inyectar.

(Conc. 0.1 mg/mL)

5.4.3 PRECISION INTERMEDIA
Un segundo analista realizara otro dia el analisis del mismo lote empleado
en la repetibilidad usando el mismo método analitico y diferente equipo.
Determinar la Desviacion Estandar (S) y el Coeficiente de Variacion
(CV).

Criterio de aceptacion: Coeficiente de variacion entre analistas: < 4%.

a. Precision Intermedia dia 1:
Analista “A”
Preparacion del estandar:

Se tomo el estdndar realizado en el parametro de la repetibilidad.

Muestra:

Se tomo las muestras realizadas el parametro de la repetibilidad
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b. Precision Intermedia dia 2:

Analista “B”

Preparacion del estandar:

Pesar con exactitud alrededor de 50 mg de Lidocaina base, transferir a
fiola de 50 mL, adicionar 20 mL de fase movil, llevar al ultrasonido por
5 minutos, llevar a temperatura ambiente y diluir a volumen con fase
movil. Medir 5 mL de la solucion anterior, transferir a fiola de 50 mL y
diluir a volumen con fase movil. Homogenizar, filtrar por 0.45 pm e

inyectar. (Conc. 0.1 mg/mL)

Preparacion de la muestra:

Analizar 6 muestras independientes de un lote fabricado.

Pesar con exactitud alrededor de 1 g de muestra (equivalente a 50 mg de
Lidocaina base), transferir a fiola de 50 mL, adicionar 20 mL de fase
movil, agitar mecanicamente por 10 minutos, llevar al ultrasonido por 5
minutos, llevar a temperatura ambiente y diluir a volumen con fase
movil. Medir 5 mL de la solucion anterior, transferir a fiola de 50 mL y
diluir a volumen con fase movil. Homogenizar, filtrar por 0.45 pm e

inyectar. (Conc. 0.1 mg/mL)

5.5 ROBUSTEZ

Determinacion:

Estabilidad de la muestra después de 24 horas en refrigeracion.
La influencia de este factor se evaluara de la siguiente manera:

Se calcula el coeficiente de variacion (CV) < 2% entre los resultados de las
muestras trabajadas en las condiciones iniciales y las mismas muestras

trabajadas con la nueva condicién.
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Preparacion del estandar:

Pesar con exactitud alrededor de 50 mg de Lidocaina base, transferir a fiola de
50 mL, adicionar 20 mL de fase movil, llevar al ultrasonido por 5 minutos, llevar
a temperatura ambiente y diluir a volumen con fase mévil. Medir 5 mL de la
solucion anterior, transferir a fiola de 50 mL y diluir a volumen con fase movil.

Homogenizar, filtrar por 0.45 um e inyectar. (Conc. 0.1 mg/mL).

Preparacion de la muestra:
Se consideran las 3 primeras muestras de la repetibilidad como analisis inicial y
estas mismas muestras permanecen aproximadamente 24 horas en refrigeracion

y se vuelven a correr con un estandar recientemente preparado.

RANGO: El rango del método es validado cuando éste provee aceptable

precision, exactitud y linealidad dentro del intervalo ensayado. &-'8)

6.0 ANALISIS DE DATOS

6.1 ESTUDIO DE LA LINEALIDAD
La linealidad es la capacidad del método para proporcionar resultados que son
directamente proporcionales a la concentracion del analito en la muestra dentro
de un rango establecido. El método posee una adecuada Linealidad si la recta de
regresion construida con las concentraciones de los analitos y sus areas
respectivas cumple con los parametros de regresion lineal y significacion

estadistica.

ANALISIS DE DATOS
Los datos obtenidos fueron sometidos a andlisis estadistico de regresion lineal, T -

Student y ANOVA con un nivel de significancia del 5%. (o0 = 0.05).!8)

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

A. CALCULO DE LA RECTA DE REGRESION

Partimos de la relacion simple entre dos variables:
Y = f(X)

Indica que Y es una funciéon o variable dependiente (4reas) de la variable X

(concentracion)

El segundo paso es la especificacion de la forma como esas dos variables se
relacionan, esta relacion se expresa matemdaticamente mediante una recta de

regresion donde :

y=bx+a

x = Concentracién (mg/mL)
y = Absorbancia (Abs)

Siendo:
b= Valor de la pendiente

a= Termino independiente

Formula para hallar ay b:
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D Xivi —m
) > Xi? _Q0 ;i)z

a:ZYi—bZXi

b

Siendo a y b los estimadores de la ordenada al origen y pendiente respectivamente,
n el nimero de mediciones, Xi es la concentracion e Yi el valor medido en el ensayo
independiente de la apariencia de la recta, resulta conveniente evaluar los

estimadores de regresion en un intervalo de confianza dado p=0.05

B. INTERPRETACION ESTADISTICA DE LA REGRESION LINEAL
Realizar la interpretacion estadistica de la regresion lineal, a través del calculo de:

a. Célculo del coeficiente de correlacion (r)

D XiYi —ZX:]ZW
e

b. Calculo del coeficiente de determinacion ( r°)

- [ xy) — (T )& )]I?
nEx2) - C0[nEy) - C»?

c. Test estadistico del coeficiente de correlacion ( 1)

. (3 NTUE))

CoJa-r?)

El valor r = 1 indica una recta perfectamente lineal, r = -1 una recta perfectamente

lineal de pendiente negativa y r = 0 la no correlacion de “x” e “y”, r es generalmente

mayor de 0.99 y los valores menores de 0.90 son raros. Sin embargo, el mejor
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indicador del modelo lineal no es r sino 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 tablas para el nivel
de confianza requerido.

En este caso, la hipdtesis nula es la no correlacion entre X e Y. Si el valor observado
de Tregresion €s mayor que T twbla, s€ rechaza la hipotesis, siendo la correlacion lineal

significativa con la probabilidad calculada.
d. TEST DE LINEALIDAD:

d.1 Limite de confianza de la pendiente “ b”

Significacion estadistica de la varianza (S?) de la pendiente b:
El limite de confianza para el estimador de la pendiente (b) se calcula en funcién de

su varianza.

s D Yli—a) Yi-bY Xivi
Xy

n-2

2
= | =5

T . O xiy?
20

Luego, los limites de confianza de la pendiente b:

Intervalo de confianza para b:
b=bt-S,

Donde t es para n-2 grados de libertad, con un nivel de significancia del 5%. (o0 =

0.05) .

d.2 Test estadistico de la pendiente o significancia estadistica de la desviacion

estandar de la pendiente “b”
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texp = —

d.3 Limite de confianza del intercepto “a”

Por su parte, el limite de confianza del estimador de la ordenada al origen (a) se

calcula en funcidn de su varianza.

Sy = s 22

Intervalo de confianza para a:

a=aztt-S,

d.4 Test estadistico del intercepto “a” o test de proporcionalidad

texp=%

d.5 Coeficiente de variacion de los factores de respuesta

CVi% = §—f x 100
xf
Donde:
Desviacion Estandar de . Sf

Coeficiente de Variacion % de f : CVf %
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Promedio de : xf

C. ANALISIS DE LA VARIANZA: ANOVA

c.1 Homogeneidad de Varianzas: Para determinar la homogeneidad de varianzas

necesitamos determinar a priori las varianzas para cada nivel de concentracion cuya

formula es la siguiente:

N e
2 _ i (Xi=%)*
n-1

S

A partir de esto podemos realizar el test de Cochran de homogeneidad de varianzas
determinando el G exp:

s?maxima

Donde:

s?maxima: varianza maxima de los K grupos

s?:varianza de cada grupo K

c.2 ANOVA

Este procedimiento estadistico se usé para determinar si el modelo lineal proporciona

un buen ajuste a los datos es decir existe una relacion estadisticamente significativa
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Ce, % [

entre “x” e “y” esto se determina a través del valor-P en la tabla ANOVA si este es
menor que el nivel de significacion a = 0.05, existe una relacion estadisticamente
significativa es decir existe una alta correlacion entre los datos de concentracion y

areas con un nivel de confianza del 95.0%. Por lo que el método es lineal.

6.2 ESTUDIO DE LA EXACTITUD:

La exactitud de un procedimiento analitico es la proximidad entre los resultados de

la prueba obtenidos mediante ese procedimiento y el valor verdadero.

a. Promedio de Estandar (ST):

_ St + St
2

ST

Doénde:
Sti : Estandar 1 (mg)
St : Estandar 2 (mg)

b. Determinacion del Factor

F_WSthxSOxSO

50x50x1x5
c. Muestra Hallada:
mgHallados = Mx F
AreaSt

Donde:

mg Hallados : Miligramos de lidocaina base hallados.
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A mp : Area de la muestra
A St : Area promedio del estandar
F : Factor de la muestra

b. Porcentaje de Recuperacion (% Rec):

04R — Xy x100
A
Donde:
Xu : Cantidad Hallada
Xa : Cantidad Anadida

6.3 ESTUDIO DE LA PRECISION
La precision expresa el grado de concordancia (grado de dispersion) entre una serie
de medidas de tomas multiples a partir de una misma muestra homogénea en las
condiciones prescritas.
La precision se expresa matematicamente como la desviacion estandar , estimada

analiticamente por s.

i JEL TR

n(n—1)

Donde n es el nimero de medidas, Xi es el valor medido en el ensayo i y X el

estimador de la media poblacional, media aritmética u calculado como:
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Por su parte, la desviacion estandar relativa o coeficiente de variacion se calcula

como

CV=—1=x100

|| wn

Limites de Confianza:

Intervalo de Confianza Promedio = )z 4+ ttablaxs

Vn

Determinacion de la cantidad en g/100g:

Lidocaina base g/100g =
AM xWSt x 5 x Pot x 50 x 50 <100
ASt x50 x50 xXWM x5
Donde
AM : Areade la muestra
ASt : Area del estandar
WSt : Peso del estandar expresado en mg
WM  : Peso de la muestra expresado en mg
Pot St : Potencia de estdndar expresado en fraccion decimal como tal
cual

6.4 ESTUDIO DE LA ROBUSTEZ
La guia ICH, Q2A define la robustez de un método analitico como la medida

de su capacidad para permanecer inalterado ante pequenas pero deliberadas

variaciones en ciertos parametros, proporcionando idea de su fiabilidad o
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estabilidad durante su empleo en rutina. Es por tanto la capacidad que
demuestra el procedimiento de analisis para proporcionar resultados validos en
presencia de pequefias cambios respecto de las condiciones descritas en el
método, susceptibles de producirse durante su utilizacion.

Los estudios de robustez de un método de anélisis permiten, por una parte,
conocer la estabilidad de dicho método ante pequeias modificaciones de las
condiciones descritas en el y por tanto su independencia frente a estas. Por otra
parte, también permiten conocer en muchos casos las condiciones de trabajo

optimas.(®

El mejor test para establecer si hay diferencia significativa en los resultados
obtenidos en el andlisis inicial y final es un TEST T.PAREADO que se

calcula a partir de la siguiente formula.

5

(%5}

Donde:
‘d : promedio de la diferencia de las muestras iniciales menos
las muestras finales
s : desviacion estandar

n : numero de dat
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CAPITULO 111

RESULTADOS Y DISCUSION

DESARROLLO Y VALIDACION PROSPECTIVA DE UNA TECNICA
ANALITICA POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PERFORMANCE
(HPLC) PARA CUANTIFICAR LIDOCAINA BASE EN UNA POMADA

La cromatografia liquida de alta performance es una técnica de separacion basada en una
fase estacionaria solida y en una fase movil liquida. La separacion en este caso se logra
por procesos de adsorcion. El tiempo de elucion de cada principio activo depende de su
naturaleza quimica, la composicion y la velocidad de flujo de la fase movil y la
composicion y el area de la fase estacionaria, que en este caso consiste en una columna
rellena con material L1 (Octadecilsilano unido quimicamente a silice porosa). Siendo esta
metodologia de uso rutinario en la Industria Farmacéutica, se hace necesario demostrar
que cumple con los parametros de validacion establecidos y que nos permitira obtener los

resultados previstos. (322

1. Establecimiento del Método:

1.1 Seleccion de la Columna

Compuestos Columna Fase movil
Bases débiles Preferida C18 Agua-modificador
Alternativa C8
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separaciones a alto pH son también la mejor eleccion para
compuestos mas estables o mas solubles en soluciones
con pH alto, la lidocaina se disuelve mas a pH alto.

. Las columnas Extend C18 es estable desde pH 2 [
hasta pH 11.5 es muy hidrofébica , estable y de primera

eleccion.

Fig.N° 3.1 Diagrama de flujo de seleccion de columnas para HPLC en funcion del tipo

de muestra
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Enla Fig. N° 3.1 constituye un guia para la seleccion de la columna a utilizar en su anélisis
por HPLC para el desarrollo de métodos de muestras de moléculas pequefias cuyo peso
molecular < 2000, proteinas y péptidos cuyo peso molecular > 2000 a partir de ello
determinamos su solubilidad en agua o en disolvente organico y consecuentemente la

naturaleza de la fase estacionaria.?¥
1.2 Seleccion de la longitud de onda

Para establecer la adecuada longitud de onda de trabajo hemos tomado como antecedente
el desarrollo de un método analitico y validacion de lidocaina en pomada por

spectrofotometria UV en el cual se trabajo de la siguiente manera:

La solucion madre de patron de lidocaina que tiene la concentracion 1000pug/ml se diluyo
aun mas a 100pg/ml con HCI 0.1 M. La absorbancia de la solucién resultante fue

escaneada en el UV espectrometro que va desde 200-400nm. El grafico muestra el

25)

maximo de absorciéon a 263 + 1 nm.

Fig N°3.2 Spectro UV de lidocaina en 0.1M HCl A max 263nm
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A partir de esto nosotros podemos tener una idea de la longitud de onda de maxima
absorcion y con este antecedente hemos podido optimizar el método con la ayuda de un
detector con arreglo de diodos el cual me permite acceder a un spectro tridimensional
funcién con la cual podemos determinar la longitud de onda de maxima absorcioén segin
el grafico tridimensional que presentamos a continuacion la longitud de onda de méxima

absorcion es de 220 nm para lidocaina base.

050 Plot of CYOHEMSZ 2 DATA

Fig N°3.3 Spectro tridimensional de lidocaina A max 220nm

Aunque la longitud de onda de absorcion méaxima segun el grafico tridimensional sea de
220 nm es necesario evitar cualquier tipo de interferencia en la absorcion de nuestro
analito con la longitud de onda de maxima absorcion de la fase moévil el cual esta
compuesta por metanol: buffer fosfato pH 8.0 (75:25) y cuyas longitudes de onda de
maxima absorcion son las siguientes: el buffer fosfato presenta absorcion a una longitud
de onda de 200 nm; el metanol absorbe a una longitud de onda de 201, el agua absorbe a

una longitud de onda de 191 nm.
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Es por ello que para obtener un pico libre de cualquier posible interferencia se trabajo a

una longitud de onda de 230 nm.

x Il 30 Plot of CYCHEMIZ 2V DATA

w400 mno E(ppo) e

Fig N°3.4 Spectro tridimensional de lidocaina A 230nm

Ademas se tomo en cuenta esta longitud de onda porque la lidocaina tiene como
cromoforo al anillo aromatico el cual es el responsable de bandas de absorcion en las
regiones ultravioleta a su vez corresponde a la porcion hidrofoba que se retiene en la
columna. El anillo aromatico sustituido con el grupo amino presenta una longitud de onda
de maxima absorcion a 230 nm. que corresponde a la misma longitud de onda utilizada

en el presente informe.(26)

TABLA N° 3.1 Maximos de absorcién en el ultravioleta de algunos bencenos

monosustituidos. ¢
C6H5X, donde -X es Banda Primaria o banda K
A max,nm £>30000
-H 203.5 =200
-NH3" 203 7500
-CH3 206.5 7000
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-1 207 7000
-Cl 209.5 7400
-Br 210 7900
-OH 210.5 6200
-OCH3 217 6400
-CO2H 230 11600
-NH: 230 8600
-COCH3 245.5 9800
-CHO 249.5 11400
-NO2 268.5 7800

FUENTE:J.R.Dyer.Applications of Absorption spectroscopy of Organic Compouns”
g:coeficiente de extincidon molar

Los hidrocarburos arométicos poseen dos absorciones caracteristicas conocidas como
banda E (etilénica) y banda B (bencenoide) que se ven modificadas por la presencia de
dobles enlaces conjugados conocidas como banda K (conjugacion) y la presencia de

elementos con pares de electrones sin compartir: banda R (radicalaria).”)

El anillo aromatico sustituido con el grupo amino que presenta la lidocaina base absorbe
en la bandas K por la presencia de dobles enlaces conjugados y lo hace a una longitud de
230 nm, estas bandas k o bandas primarias se caracterizan por absortividades molares

altas.

1.3 Seleccion de la fase movil

La seleccion del disolvente se basa en la solubilidad y la estabilidad del farmaco en
en el sistema de disolventes, asi como la extraccion del farmaco a partir de su
formulacion.

Lidocaina pomada puede ser libremente soluble en agua y en disolventes organicos
como etanol, cloroformo, n-hexano a partir de esto elegimos como sistema de

disolventes al agua y al metanol que de preferencia es el mismo que el de la fase
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movil como en nuestro método. Para la adecuada seleccidon de la fase movil se tubo

en cuenta una serie de pardmetros que se describen a continuacion :
Absorcion en el ultravioleta:

Para la seleccion de la fase movil es importante tener en cuenta que su absorcion en
el ultravioleta no debe producir ninguna senal al mismo tiempo de retencion que el

compuesto quimico de nuestro interés.

Tabla N° 3.2 Longitud de onda de méaxima absorcion de los disolventes mas

comunes.®®

Disolvente A(nm)
acetonitrilo 190
agua 191
ciclohexano 195
hexano 195
metanol 201
etanol 204
eter 215
Cloruro de metileno 220
cloroformo 237
Tetracloruro de carbono 257

FUENTE: Burdick & Jackson solvents, Agilent Technologies

En la TABLA N° 3.2. Nuestros solventes de trabajo no van a producir ningun tipo de
sefial teniendo en cuenta que nosotros trabajamos a una A(nm) de 230 nm, ya que ellos
tienen una absorcion a una longitud menor como por ejemplo el agua que absorbe a una
longitud de onda de 191 nm y el metanol a una longitud de onda de 201 nm por lo tanto
esos solventes se confundirian con el ruido no produciendo ninguna sefial al mismo

tiempo de retencion que el principio activo.

Polaridad:
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En la cromatografia de fase inversa, la fase estacionaria es no polar y la fase movil es
polar, las columnas de fase reversa, muy hidrofobicas, tienen afinidad por compuestos de
baja polaridad. Como consecuencia, la operacidon con sistemas isocraticos con fases
mdviles muy polares, conduce a su retencion en la fase estacionaria. En la separacion de
la fase inversa el soluto que primero sale es el mas polar. Si se aumenta la polaridad de la
fase movil, se prolongara el tiempo de retencion, mientras que las fases moviles con
polaridades menores acortan los tiempos de retencion.

Uno de los indices para seleccionar la fase mévil y el mas 1til es el indice de polaridad
(fuerza eluotropica).

El agua es un disolvente altamente polar y al mezclarlo con el metanol de polaridad
menor obtenemos una fase movil de polaridad intermedia, lo cual disminuye el efecto
hidrofobico modificando el coeficiente de particion de forma que el compuesto se mueve

por la columna y eluye acortando asi los tiempos de retencion.!®)

Alto poder solubilizante de las muestras: En cromatografia de liquidos, la muestra a
inyectar debe estar completamente disuelta. Es conveniente que el solvente de disolucion
de la muestra sea la misma fase movil. Si esto no es posible debe tenerse en cuenta la
miscibilidad entre el solvente de disolucion y la fase moévil, como la precipitacion de
componentes de la muestra al estar en contacto con la fase movil, también la aparicion de
picos extrafios al cromatograma verdadero debidos a la sefial del solvente, o bien a la

elucion de impurezas retenidas en la columna.('®

Para nuestro caso la muestra (producto terminado) no contiene solo lidocaina base,
también contiene excipientes cuyas solubilidades son un parametro critico para la
eleccion de la fase movil, un solvente apropiado es aquel que tenga un poder solubilizante

de las muestras tanto de los excipientes como del principio activo.

El vehiculo para nuestro principio activo es miscible en agua y metanol y por lo tanto

dichos solventes pueden ser usados como fase movil por su alto poder solubilizante.
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Baja reactividad: Los solventes con un elevado grado de reactividad no se utilizan en
HPLC, ya que pueden reaccionar con la muestra, la fase estacionaria, o los componentes

del equipo cromatografico.
Compatibilidad con el detector utilizado:

El detector de HPLC mas difundido es el espectrofotométrico, es habitual elegir un
solvente “transparente” a la longitud de onda de trabajo. Esa transparencia puede
evaluarse por la longitud de onda de corte, es decir, la longitud de onda a la cual la
absorbancia del solvente, en una cubeta de 10mm de paso 6Optico, es igual a la 1 unidad

de absorbancia empleado aire como referencia

Adecuado punto de ebullicion: Se prefiere los solventes de punto de ebullicion
intermedio. Si el solvente tiene bajo punto de ebullicion, su volatilidad es alta y la
composicion de la fase movil puede variar durante la jornada de trabajo. Por el contrario,
un alto punto de ebullicion se correlaciona, por lo general, con alta viscosidad. Esto ultimo
es sindbnimo de alta presion (con ello menor vida media de los componentes del
instrumento) y baja eficiencia. Otro aspecto importante a considerar en las fases moviles,
es la viscosidad de las mezclas agua/modificador organico que, en caso de ser demasiado
alta, puede dar lugar a problemas de presion elevado en cabeza de columna asi como

ensanchamiento de picos.

Baja viscosidad:

La viscosidad de los solventes esta estrechamente relacionada con la presion del sistema.
Con solventes viscosos, la eficiencia de la separacion es menor debido a que el coeficiente
de difusion de la muestra se reduce, y se dificulta la transferencia de masa del soluto entre
la fase movil y la fase estacionaria. El aumento de la viscosidad reduce la permeabilidad

de la columna.
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Seguridad:

En HPLC debe evitarse el empleo de solventes que, por sus caracteristicas (en particular
inflamabilidad y toxicidad), representan un serio riesgo para el operador. En general, se
recomienda no utilizar solventes de alto grado de toxicidad como el sulfuro de carbono,
benceno o tetracloruro de carbono y tomar precauciones durante la manipulacion de los

otros solventes.
Alto grado de pureza:

Los solventes deben cumplir ciertos requisitos de calidad. La presencia de impurezas
puede, por un lado, inducir modificaciones de la selectividad de la fase movil, y por otro
contribuir a una sefial de base importante en el detector (absorbancia, reacciones de oxido-

reduccion, etc.)
Solventes y aditivos de fase reversa:

Las fases moviles de fase reversa estan constituidos por mezclas de solventes polares, en

general agua, y un modificador orgdnico (metanol, acetonitrilo, THF).
Agua:

El agua es, indudablemente, el solvente més utilizado en HPLC. Puede adquirirse
comercialmente agua de calidad cromatografica, o bien puede ser purificada por el mismo
usuario. El agua destilada y desionizada que a los fines practicos, es util para muchas de

las aplicaciones de laboratorio, puede encontrar serias limitaciones en

HPLC. La razon de ello reside en la presencia de sustancias organicas (ftalatos,
cloraminas,etc.) que no se eliminan por el tratamiento aplicado. Las columnas de fase
reversa, muy hidrofobicas tienen afinidad por compuestos de baja polaridad. Como
consecuencia, la operacion con sistemas isocraticos con fases moviles muy polares,

conduce a su retencion en la fase estacionaria.

Metanol:
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El metanol es el modificador orgdnico mas utilizado en fase reversa, en mezclas con agua
o buffers. Por su mayor poder disolvente de sales se prefiere cuando es necesario utilizar
altas concentraciones salinas. Es poco toxico y facil de purificar industrialmente, siendo

el solvente orgédnico de grado HPLC maés barato.

Los modificadores organicos (metanol, acetonitrilo) actian como inhibidores del

crecimiento bacteriano.

El agua es el disolvente menos fuerte para la elucion de solutos en cromatografia de fase
reversa, dando origen a tiempos de retencion muy elevados; por este motivo, se tiene la
necesidad de utilizar modificadores organicos (los mas usados son metanol y acetonitrilo)

que deben cumplir las siguientes condiciones.

Ser compatible con el detector utilizado

Ser miscible con el agua en un amplio margen de proporciones.

No reaccionar ni con la fase estacionaria ni con la muestra a separar
Ser poco toxico

Sus vapores no deben producir mezclas inflamables con el aire

AN I S

No deben impedir la deteccion de los solutos. El caso mas frecuente de
interferencia se presenta cuando se utiliza un detector de UV, en el que muchos
disolventes presentan una absorcion excesiva a longitudes de onda baja (longitud

de onda de corte).

Aditivos: Sales
Eleccion del Buffer:

Numerosos métodos cromatograficos requieren el uso de sales en la fase movil,
generalmente para el control y regulacion de pH o de la fuerza idnica, resisten cambios

de pH y mantienen la retencioén, mejoran la foma de pico de los compuestos ionizables.
(16)
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Estos aditivos, al igual que los solventes, deberan tener un alto grado de pureza. Los
fosfatos son muy usados en cromatografia de fase reversa como sales de sodio o
potasio debido a su baja absorcion UV aln a longitudes de onda corta. Las soluciones

que contienen aditivos deben prepararse el dia de uso. 1®

La eleccion del buffer se determina a partir del pKa del compuesto sabiendo que a ese
pH existe un alto porcentaje de forma no ionizada favoreciendo asi su retencion en la

columna. (19

Para nuestro caso el pKa de la lidocaina es de 7.9; a partir de ello la primera opciéon
para modificador de la fase mévil a pH 7-8 suele ser el tampon fosfato, debido a su

rango de tamponado de pH 6.2-8.2. 19

Sin embargo las fases moéviles con agregado de sales inorgéanicas representan un buen
medio para el crecimiento de microrganismos no deben almacenarse, ni dejarse

durante mucho tiempo estancadas en el equipo. 19

En la tabla N° 3.3 se muestran los tampones mas usados en fase reversa

Tabla N°3.3 Tampones mas usados en fase reversa HPLC 2

Buffer pKa Buffer Range UV Cutoff (nm)
Phosphate 2.1 1.1-3.1 200

7.2 6.2-8.2

12.3 11.3-13.3
Formic acid 3.8 2.8-4.8 210
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Acetic acid 4.8 3.8-5.8 210
Citrate 3.1 2.1-4.1 230
4.7 3.7-5.7
5.4 4.4-6.4
tris 8.3 7.3-9.3 205
triethylamine 11.0 10.0-12.0 200
pyrrolidine 11.3 10.3-12.3 200

FUENTE:Huber,L; Agilent Technologies

La capacidad de tamponamiento se da a un pH igual al pKa del tampdon.La mayoria de
tampones tienen una capacidad adecuada de tamponamiento para controlar el pH de la

fase movil solo en +/- 1 unidades de su pKa.

1.4 MECANISMO DE INTERACCION DE LA COLUMNA
CROMATOGRAFICA CON EL COMPUESTO QUIMICO

Regular o Cromatografia de Particion Simple

La retencion esta gobernada por la hidrofobicidad del soluto. A mayor polaridad del
soluto, mayor predileccion de este por la fase movil y menor tiempo de retencion, de
tal manera que la polaridad del soluto frente a la fase estacionaria y movil condiciona
que los compuestos con polaridad semejante a la de la fase estacionaria presente
mayor retencion, necesitando fases moviles de mayor fuerza de elucion (polaridad
mas semejante a la del soluto) para reducir el tiempo de retencion y lograr que el

compuesto salga de la columna.
Control de ionizacion:

En la cromatografia en fase inversa es habitual que la fase mévil tenga un elevado
contenido en agua, lo que da lugar a que compuestos cargados se disuelvan
perfectamente en ella y no sean repelidos hacia la fase estacionaria (como dice la
teoria del mecanismo de adsorcion) con lo que no se producird interaccion ni,

consecuentemente, retencion. En estos casos, es necesario anular la carga del soluto
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mediante la presencia de un modificador incluido en la fase movil. La anulacion de
la carga se puede efectuar de tres maneras, lo que da origen a otros tipos de

cromatografia de fase inversa.

Por accion del pH de la fase movil: Aquellos solutos que presentan carga (acidos,
bases) dependiendo del pH de la disolucion, pueden ser retenidos en su forma no
cargada, siempre que se desplace el equilibrio acido/base en el sentido de la forma
no cargada mediante el pH de la fase movil. Esta técnica recibe el nombre de

cromatografia de supresion ionica:

A pH basico el equilibrio se desplaza hacia la especie no cargada. Se retendra
favorablemente la especia no idnica y lo hard mal la i6nica, que resulta muy polar.
Es decir, la retencion de solutos no ionizables depende fuertemente de la posicion
que adopte el equilibrio entre ambas formas. Si el analito se encuentra disociado, el
equilibrio debe desplazarse hacia la forma no ionizada para lograr la retencion. Los
factores que modifican este equilibrio son el pH y la fuerza idnica. La base necesita

un pH superior a 7-8 para impedir la ionizacion.!®

El control adecuado del pH en funcion de los solutos y su pKa permite controlar y
ajustar la separacion. Los solutos en forma no ionizable son retenidos por la fase

estacionaria. Al cambiar a su forma ionizable eluyen de la columna.

oMSi/\N\/\/\/\/\/\/\CH3
/ CH,
HaC | "
o
FANAAANANANAN CH
~
0

Fig.\N° 3.5 Interaccion de la columna L1 (octadecilsilano) con el compuesto quimico

lidocaina
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En la Fig. N° 3.5 podemos ver que la interaccion de la columna L1 octadecilsilano
con el compuesto quimico se lleva a cabo por dos tipos de mecanismos, uno de
particion simple cuya retencion esta gobernada por la hidrofobicidad del soluto en
este caso la porcion lipofilica, hidrofébica, no polar de la lidocaina correspondiente
al anillo aromatico con menor predileccion por la fase movil de polaridad intermedia
y forzado a penetrar en la fase estacionaria no polar, el otro mecanismo de interaccion
es el control de ionizacion que se lleva a cabo con la amina terciaria que presenta la
lidocaina cuyo amortiguamiento a pH 8 me permite que el equilibrio se desplace hacia

la porcion no ionizada de la amina favoreciendo su retencion en la fase estacionaria.

2.0 ESPECIFIDAD:
Este parametro se refiere a la proporcionalidad del método de producir una sefal
medible, solo a la presencia del analito, libre de interferencias de otros componentes
en la matriz de la muestra, evaluamos la especificidad, segin metodologia descrita

en la (pag 58)

2.1 Determinacion de interferencia del diluyente:
Evaluamos la posible interferencia del diluyente en la identificacién del principio

activo, el area del diluyente es cero por lo tanto no se detecta una posible

interferencia.
Determinacion de interferencia Area Interferencia
Analisis del blanco (diluyente) 0 No detectable

2.2 Determinacion de interferencia de excipientes:

Placebo solo: Evaluamos la interferencia del placebo solo siendo el area de cero

comprobando que no interfiere en la identificacion del principio activo.

Determinacion de interferencia Area Interferencia
Analisis de placebo solo (excipientes) 0 No detectable

Recobro: Determinamos la especificidad del método midiendo el grado de

interferencia obtenida por la diferencia de resultados del anélisis del principio activo
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con y sin placebo se comprueba la recuperacion del principio activo en su totalidad
y la posible interferencia del placebo en su recobro y se corrobora si esta dentro de
las especificaciones es decir + 2% del valor tedrico. La preparacion del estdndar y

muestras se mencionan en la metodologia (pag 59)

» En la prueba del recobro se prepara un estandar de Lidocaina base

Datos del estandar:

Estandar: Lidocaina base
Peso (WSt) 50.0 mg
Potencia (Pot): 99.10 %

» Las muestras en la prueba de recobro se preparan con el estandar de lidocaina
mas el placebo y se inyectan por duplicado.

Datos de las muestras:

MUESTRAS Lidocaina Base ( mg) Placebo( mg)

MUESTRA 1 50.0 mg (WM) 1002.3 mg

MUESTRA 2 50.1 mg (WM) 1005.8 mg
WSt: Peso del estandar WM: Peso de la muestra

Después de haberse realizado la preparacion del estandar y muestras fueron inyectadas al
equipo obteniéndose como respuestas las respectivas areas las cuales se detallan en la

TABLA N° 3.4.
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TABLA N° 3.4 Tabla resumen de las areas obtenidas tanto para el estandar como para

las muestras en la prueba del recobro.

N° de inyecciones Area del Estandar
ASt

1 1002.57971 x :1002.70752
E
S 2 1002.59943
T
A 3 1002.12567
N
D 4 1002.93311
A 933
R 5 100278467

6 1003.22247

Area de la muestra
AM

M Recobro 1 1014.28278 x :1013.99479
U
E 1013.41882
S
T Recobro 2 1015.88275 x :1014.97734
R
g 1015.63043

FUENTE:Elaboracion propia

En la TABLA N° 3.4 vemos que las areas del estandar y las areas de la muestras para el
recobro son muy parecidas. A partir de esto se puede determinar el porcentaje que se logra

recuperar de lidocaina en las muestras de recobro mediante la siguiente formula.

AM xWSt x 5 x P0t><50><50><
AStx50x50xWM x5

100

AM . Area de la muestra

ASt . Area del estandar

WSt  : Peso del estandar expresado en mg
WM  : Peso de la muestra expresado en mg
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PotSt : Potencia de estandar expresado en fraccion decimal como tal

cual
En la (pag 59) se detalla la preparacion del estdndar y muestras, las diluciones que se
llevan a cabo en su preparacion tambien se detallan en la férmula.

Los resultados encontrados como resultado de la aplicacion de la formula ya descrita
se detallan en la TABLA N° 3.5

TABLA N °©3.5
ENSAYO DE ESPECIFICIDAD DE LIDOCAINA BASE POMADA Y SUS
EXCIPIENTES COMO COMPONENTES DE SU FORMULACION.

MUESTRA LIDOCAINA BASE
Recobro | 101.11%
Recobro 2 101.10%

PROMEDIO 101.11%

CV (%) 0.01%

FUENTE: Elaboracion propia
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AMETRO DE ESPECIFICIDAD DE |
105 PAKA’
| LIDOCAINA BASE- DETERMINACION DE
—
104 INTERFERENCIA DE EXCIPIENTES
103 V7
— 102 L
2.
g o 101.11 101.10
< (100
3
S| 99
a
2| 98 |
97
96 |
95 —
RECOBRO1 RECOBRO 2 ® RECOBRO 1
= RECOBRO 2

FUENTE:Elaboracion propia

Fig.N° 3.6 Porcentaje de lidocaina base obtenido por el recobro 1y por el

recobro 2

Se trabajo con el diluyente, placebo, la solucion estandar y el recobro ( placebo més
estandar), no encontrandose picos que interfieran con el pico cromatografico de la
lidocaina base, es decir no hubo picos que eluyan al mismo tiempo de retencion,
comprobandose no influyen sobre el analito de interés. Como de puede observar en la
TABLA N° 3.5y en la Fig.N° 3.6 se obtiene un porcentaje de lidocaina base para el
recobro 1 de 101.11% , para el recobro 2 de 101.10% y como promedio un recobro
de 101.11 % de lidocaina base y un CV de 0.01%. El resultado obtenido deben

concordar con + 2% del valor tedrico, estando dentro de las especificaciones.
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2.3 Determinacion de interferencia de productos de degradacion

En la TABLA N° 3.6 podemos ver los porcentajes obtenidos del placebo , lidocaina
base como principio activo, y la muestra (placebo més lidocaina base) desptes de
haber sido sometidos a diversas condiciones drésticas de estrés fisicoquimico como la
hidrolisis 4cida, hidrolisis alcalina, termolisis, fotdlisis y oxidacién, segin
metodologia descrita en la (pag 60) y ver la posible interferencia de sus productos de

degradacion en la identificacion y cuantificacion de lidocaina.

TABLA N °3.6
PORCENTAJE DE LIDOCAINA BASE SOMETIDA A CONDICIONES
DRASTICAS.

FUENTE:Elaboracion propia

Degradaci | Placeb | P.A. (%) | Prome CvV Muestra (%) | Promdi | CV

ones 0 (%) dio(%) | (%) | (p.atplacebo) | o (%) (%)

Hidrolisis 0.00 100.8169 | 101.10 | 0.4% 100.8944 100.77 | 0.2%
Acida 0.00 101.3929 100.6410

Hidrolisis 0.00 100.5868 | 100.62 | 0.0% 99.0819 98.56 | 0.8%
Basica 0.00 100.6490 98.0328

Oxidacion 0.00 0.00 0.00 0.0% 23.0811 2295 | 0.8%
0.00 0.00 22.8258

Termolisis 0.00 101.0225 | 100.93 | 0.1% 98.9268 99.01 | 0.1%
0.00 100.8288 99.0962

Fotolisis 0.00 99.5381 | 100.60 | 1.5% 101.1811 101.21 | 0.0%
0.00 |101.6528 101.2414
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PARAMETRO DE ESPECIFICIDAD DE LIDOCAINA BASE
SOMETIDA A CONDICIONES DRASTICAS

120
101.10 100,62 100,93 100.60

100 00,77 98,56 99,01 101,21
80
H PLACEBO
60
P.A.
40
22,56 m MUESTRA
20
0 00 0 0

HIDROLISIS HIDROLISIS OXIDACION TERMOLISIS FOTOLISIS
ACIDA BASICA

% DE LIDOCIANA BASE

o] ] ) )

FUENTE:Elaboracion propia

Fig.N° 3.7 Porcentaje de placebo, lidocaina base (principio activo) y muestra

(lidocaina base mas placebo) sometidos a condiciones drasticas.

La Asociacion Espanola de Farmacéuticos de la Industria (A.E.F.I) hace mencion que se
puede lograr una degradacion del 10 % al 20 %. Con la finalidad de evaluar la degradacion
o la interferencia de los excipientes, es de sumo interés superponer los distintos
cromatogramas obtenidos.!!” Para nuestro caso en la determinacion de interferencia de

productos de degradacion se encontré lo siguiente:
Como de puede observar en la TABLA N° 3.6 y en la FIG.N° 3.7. El porcentaje para el

placebo es de cero porque no produce ningun tipo de sefial ni interferencia con el pico de

lidocaina base.
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» Al someter a la lidocaina base (principio activo) y muestra (lidocaina base mas
placebo) a la hidrdlisis acida el area del pico de lidocaina base no se ve disminuida
por lo tanto el principio activo y la muestra, tienen resistencia a la hidrdlisis acida.
Ademas no se sobrepone ningun tipo de degradacion ni interferencia con el pico
original.

» Al someter a la lidocaina base (principio activo) y muestra (lidocaina base mas
placebo) a la hidroélisis basica el area del pico de lidocaina base no se ve disminuida
por lo tanto el principio activo y la muestra, tienen resistencia a la hidrolisis basica.
Ademas no se sobrepone ningun tipo de degradacion ni interferencia con el pico
original.

» Al someter a la lidocaina base (principio activo) y muestra (lidocaina base mas
placebo) a la oxidacion no se generan productos de degradacion pero el area del pico
de lidocaina base se ve disminuida considerablemente por lo cual el principio activo
y la muestra no tienen resistencia a la oxidacion.

» Al someter a la lidocaina base (principio activo) y muestra (lidocaina base mas
placebo) a la termdlisis el area del pico de lidocaina base no se ve disminuida por lo
cual el principio activo y la muestra, tienen resistencia a la termdlisis. Ademas no se
sobrepone ningln tipo de degradacion ni interferencia con el pico original.

» Al someter a la lidocaina base (principio activo) y muestra (lidocaina base mas
placebo) a la fotolisis el area del pico de lidocaina base no se ve disminuida por lo
cual el principio activo y la muestra, tienen resistencia a la fotolisis. Ademas no se

sobrepone ningun tipo de degradacion ni interferencia con el pico original.
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3.0 LINEALIDAD
3.1 LINEALIDAD DEL SISTEMA

Es la capacidad de un método analitico, en un intervalo de trabajo, para obtener resultados
para nuestro caso las areas que sean directamente proporcionales a la concentracion del
compuesto en la muestra, se realiza con el objetivo de obtener un modelo que describa
con precision la relacion de la concentracion versus respuesta.

Este parametro se evalué en un rango de 50-150 %, preparando 5 concentraciones
crecientes del principio activo; se analizaron por triplicado con un total de 15
determinaciones, segin metodologia descrita en la (pag 61). Se construyé la recta de

regresion lineal correspondiente a los resultados de los 15 puntos experimentales.

La evaluacion estadistica de la linealidad del sistema se realizo por medio:

A. CALCULO DE LA RECTA DE REGRESION

Determinar la recta de regresion. Sobre los puntos individuales y sin promediar. Para el

caso de una recta la funcion toma la forma

y=bx+a

€%

Para hallarse los valores que corresponden al intercepto “a” y pendiente “b”, fue necesario

establecer la recta de regresion a partir de los datos de la TABLA N° 3.7.

En la TABLA N° 3.7 se muestran los resultados de la linealidad del sistema en el que
trabajo con el estandar secundario de lidocaina base, se prepararon 3 soluciones stock a
partir de las cuales se hicieron diluciones hasta obtener 5 concentraciones diferentes al
50%, 75%, 100%, 125% y 150% se trabajo por triplicado para cada nivel de concentracion

obteniendose las areas correspondientes como se puede observar en la siguiente tabla.
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LINEALIDAD DEL SISTEMA

TABLA N° 3.7 RESULTADOS DE LA LINEALIDAD DEL SISTEMA

Conc. | Replica | Peso | x (conc) y(areas) f(y/x)
(%) (n) | (mg) | (mg/mL)
50 1 62.7 | 0.04971 504.42119 | 10147.57197
2 62.0 | 0.04915 505.14899 | 10276.94798
3 62.5 | 0.04955 533.03971 | 10757.61261
75 1 62.7 | 0.07456 | 749.38990 | 10050.44731
2 62.0 | 0.07373 | 764.26785 | 10365.70872
3 62.5 | 0.07433 | 757.03211 | 10185.43027
100 1 62.7 | 0.09942 | 993.77167 9995.98123
2 62.0 | 0.09831 | 1003.20282 | 10204.77462
3 62.5 | 0.09910 | 1020.12137 | 10293.85843
125 1 62.7 | 0.12427 | 1267.02014 | 10195.58917
2 62.0 | 0.12288 | 1249.10511 | 10164.91248
3 62.5 | 0.12388 | 1260.32557 | 10174.17207
150 1 62.7 | 0.14913 | 1495.32147 | 10027.25667
2 62.0 | 0.14746 | 1506.76990 | 10218.10474
3 62.5 | 0.14865 | 1505.09186 | 10125.07138
SUMA 15 1.48412 | 15114.02963 | 153183.43965
sf = 180.39
xf =10212.23

FUENTE:Elaboracion propia
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Después de haberse establecido la recta de regresion , los valores que corresponden al

(Y4l

intercepto “a” y pendiente “b” fueron hallados mediante las siguientes formulas:

. > Xivi —%;:;iw . DYi —nbz Xi
DX - n'

n: Nimero de muestras para nuestro caso n:15

Correspondiendo a valores del intercepto “a” y pendiente “b” los siguientes:
a: 16.49

b: 10017.18

ECUACION DE LA RECTA :

y=10017.18 x + 16.49
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La recta de regresion lineal , pudo graficarse a su vez , en la FIGURA N° 3.8 a partir de
la TABLA N° 3.7 en la que se evidencia la linealidad del sistema, que fue construida con

la concentracion “x” de lidocaina en mg/mL versus “y” que son las areas de lidocaina

correspondientes a cada concentracion “x”, en la que las areas son dependientes de la

concentracion.
FIGURA N°3.8 Linealidad del sistema
Y =10017.18x + 16.49
LINEALIDAD DEL SISTEMA J 1071
1600.0
1400.0 //
1200.0
Q 1000.0
g
800.0
600.0 /
e
400-0 T T T T T
0.040 0.060 0.080 0.100 0.120 0.140

Concentracién mg/mL

Al observar la FIGURA N° 3.8 nos percatamos que hay relacidn directa entre la sefial

instrumental y la concentracion del producto analizado, siendo un método lineal.
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B. INTERPRETACION ESTADISTICA DE LA REGRESION LINEAL
Realizar la interpretacion estadistica de la regresion lineal, a través del calculo de:

a. Calculo del coeficiente de correlacion (1)
b. Calculo del coeficiente de determinacion ( 1%)

c. Test estadistico del coeficiente de correlacion (1)

&

Test de linealidad:
d.1 Limite de confianza de la pendiente “ b”
d.2 Test estadistico de la pendiente o significancia estadistica de la desviacion
estandar de la pendiente “b”
d.3 Limite de confianza del intercepto “a”
d.4 Test estadistico del intercepto “a” o test de proporcionalidad

d.5 Coeficiente de variacion de los factores de respuesta

a. CALCULO DEL COEFICIENTE DE CORRELACION (r)

Con la finalidad de poder conocer el grado de intensidad de la relacion existente entre las

[ [

variables “x” e “y” , se halla el valor del coeficiente de correlacion lineal, el que puede
adoptar distintos valores por consiguiente distintos indicadores como:

r= 1 indica una recta perfectamente lineal

r = -1 indica una recta perfectamente lineal negativa

r = 0 indica que no hay relacién entre “x” e “y

El coeficiente de correlacion lineal se determino con los valores hallados en la TABLA

N° 3.7 y con la siguientes formula:
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RESULTADO:

El coeficiente de correlacion fue de 0.9995. Dicho valor indica que la recta de regresion

es casi perfectamente lineal y que existe una correlacion lineal positiva.

CRITERIO DE ACEPTACION: >=0.9950

b. CALCULO DEL COEFICIENTE DE DETERMINACION (r2)

Indica el grado de ajuste de la ecuacion

Se hall6 el coeficiente de determinacién “r>” con la siguiente formula:

2 [nCxy) — Cx)E »I?
[(Ex2) — E0A[R(Ey?) - E»?

RESULTADO:

El coeficiente de determinaciéon fue de 0.9991. El valor es muy cercano a uno,
estableciendose que el modelo lineal es adecuado para describir la relacion que existe

entre las variables “x” e “y”. Pudiendo afirmar que el 99.91% de las variaciones se debe

a influencia de la variable “x”.

CRITERIO DE ACEPTACION: >= 0.9900

€.
T

Sin embargo el mejor indicativo de un modelo lineal no es “r”” sino un test estadistico.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

(L :
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

c. TEST ESTADISTICO DEL COEFICIENTE DE CORRELACION(r) :

Uno de los mejores indicativos del modelo lineal no es unicamente el coeficiente de

(Y"1

correlacion “r” sino un test estadistico basado en dos hipotesis, en el que se calcula el t
regresion (test de regresion) se compara con t twblas (test tabulado) con n-2 grados de libertad
y un intervalo de confianza del 95% (x:0.05) valor que es encontrado en la tabla de

distribucion de t de Student.

o«: probabilidad de cometer error (p)

1—« : grado de confianza

n: nimero de muestras: 15

HIPOTESIS NULA (Ho): no existe correlacion significativa entre “x” y “y”(r = 0)

HIPOTESIS ALTERNATIVA( Hy): “r”’ no debe ser significativamente diferente de uno
(r+0)

El tregresion encontrado fue de : 117.68 calculado a partir de la siguiente prueba estadistica:

. _[rHo-2)
" -r?)

RESULTADO:
trabla : 2.16 Para 15-2=13 grados de libertad y (o¢: 0.05)
tregresién: 117.68

tregresion 117.68 > tiabla 2.16, se rechaza la hipdtesis nula y se acepta la hipdtesis alternativa,

es decir si hay correlacion significativa entre las concentraciones y sus areas.

d. TEST DE LINEALIDAD
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d.1 LIMITE DE CONFIANZA DE LA PENDIENTE “b”:

Este valor se calcula en funcién de la DESVIACION ESTANDAR de la pendiente “b”
(Sb) se debe hallar primero la VARIANZA DEL ERROR EXPERIMENTAL TOTAL

(determinacion de la varinza de X sobre Y) cuya formula es la siguiente:

g 2 2 i—a) Yi—by Xii Sxy* = 133.02
Y n-2

A partir de ello determina la DESVIACION ESTANDAR de la pendiente “b” (Sb) cuya

formula es la siguiente:

Sy=
Sb =

s Xi)?
> X i 01 8
n
Formula para hallar los LIMITES DE CONFIANZA de la pendiente “b”

b=»b tttabla.Sb

t wbla = Es el valor obtenido en la tabla de distribucion de student, con las siguientes
condiciones:

- n-2 grados de libertad, n: nimero de muestras

- Probabilidad de cometer error (p) de 0.05 , es decir un grado de confianza del 95%

RESULTADO:

Intervalo de confianza de la pendiente “b”

tabla : 2.16 Para 15-2=13 grados de libertad y (o<: 0.05)

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

b =10017.18 + 2.16 X 85.12=
b =9833.32 hasta 10201.04

d.2 TEST ESTADISTICO DE LA PENDIENTE “b”
Se trata de comprobar que existe una pendiente significativamente distinta de cero
mediante una prueba de t de student.

Se realiza estableciendo una comparacion entre “t exp” y “ttabla”

HIPOTESIS NULA (Hy )="b" es estadisticamente igual a cero (b=0)
HIPOTESIS ALTERNATIVA( Hy)="b" es estadisticamente diferente de cero (b# 0)

Formula para hallar EL VALOR DE T EXPERIMENTAL “ t exp”

b
texp = — texp = 117.68
P~ s P
RESULTADO:

trabla : 2.16 Para 15-2=13 grados de libertad y (oc: 0.05)
texp: 117.68
t exp > ttabla, €ntonces se rechaza la hipotesis nula (Ho) y "b" es significativamente diferente

de cero.

CRITERIO DE ACEPTACION:

Sitexp >t tabla para una probabilidad de cometer error (p) de 0.05, es decir un grado de
confianza del 95% y (n-2) grados de libertad, se rechaza la hipdtesis nula (Ho), entonces
"b" es estadisticamente diferente de cero es decir el intervalo de confianza no incluye el

CEC1O0.

d.3 LIMITE DE CONFIANZA DEL INTERCEPTO “a”:

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

(L :
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

Este valor se calcula en funcion de la DESVIACION ESTANDAR del intercepto “a”

(Sa) cuya foérmula es la siguiente:

X2
S, =./(Sb)? Zn Sa=8.93

Formula para hallar los LIMITES DE CONFIANZA del intercepto

a=a tttabla.Sa

t wbla = Es el valor obtenido en la tabla de distribucion de student, con las siguientes
condiciones:

- n-2 grados de libertad

- Probabilidad de cometer error (p) de 0.05 , es decir un grado de confianza del 95%

RESULTADO:
Intervalo de confianza del intercepto “a”

tabla : 2.16 Para 15-2=13 grados de libertad y (oc: 0.05)

a=1649+ 2.16 x 8.93
a=-2.80 hasta 35.78

d4 TEST ESTADISTICO DEL INTERCEPTO “a” o TEST DE
PROPORCIONALIDAD

El test de proporcionalidad pemite evaluar si la recta pasa por el origen de coordenadas
determinando si el intercepto es distinto de cero o igual a cero.

Se realiza estableciendo una comparacion entre “t exp” y “ttabla”

HIPOTESIS NULA (Hy): "a" es estadisticamente igual a cero
HIPOTESIS ALTERNATIVA( H)): "a" es estadisticamente diferente de cero

Férmula para hallar EL VALOR DE T EXPERIMENTAL “ t exp”
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texp = % t exp =1.85

RESULTADO:
tabla : 2.16 Para 15-2=13 grados de libertad y (o<: 0.05)

texp: 1.85

[P 4]

t exp < t wbla, entonces se acepta la hipdtesis nula (Ho), concluyendo que “a” es
estadisticamente igual a cero su intervalo de confianza incluye el cero, el valor de “a” es
aceptable.

CRITERIO DE ACEPTACION:

Sit exp <t tabla para una probabilidad de cometer error (p) de 0.05 , es decir un grado de
confianza del 95% y (n-2) grados de libertad, se acepta la Hipotesis nula (Ho), entonces

"a" es estadisticamente igual a cero es decir el intervalo de confianza incluye el cero.

d.5 COEFICIENTE DE VARIACION DE LOS FACTORES DE RESPUESTA (F):

El factor de respuesta (f) expresa la relacion entre la lectura o respuesta (4rea) y la
concentracion y puede tomarse como una expresion aproximada de la sensibilidad de
calibrado. En una calibracion lineal los factores de respuesta deben ser semejantes entre

si y cercanos al valor de la pendiente.

El coeficiente de variacion de los factores de respuesta se calcula a partir de la siguiente
formula pero antes de calcular ello primero se debe calcular la desviacion estandar de
(sf):

CVf%=§—fx100
xf

CVf % = 1.8%

RESULTADO: Coeficiente de variacion inferior al 2%, es decir que el conjunto de

datos en relacion a su media, se encuentran con un grado de 1.8 % de dispersion
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CRITERIO DE ACEPTACION: CV < 2.0%

C. ANALISIS DE LA VARIANZA:
Para poder realizar un andlisis de varianza se deben de cumplir con los siguientes

supuestos:

c.1 Homogeneidad de Varianzas
c.2 ANOVA: Se realizo el andlisis de varianza ANOVA , para demostrar la

linealidad, bajo la evidencia muestral y un nivel de confianza de 95%

c.1 Homogeneidad de Varianzas

Para determinar la homogeneidad de varianzas se aplica el test de COCHRAN (G
exp), el cual indica si la concentracion tiene alguna influencia en la variabilidad de
los resultados. Para poder determinar la homogeneidad de las varianzas necesitamos

determinar las varianzas de la f (y/x) para cada concentracion lo cual se resume en

la TABLA N° 3.8.
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En la TABLA N° 3.8 podemos ver las varianzas calculadas a partir de la f (y/x) para

cada concentracion con las cuales podemos calcular el Gexp.

La homogeneidad de varianzas se realiza estableciendo una comparacion entre “Gexp” y
“Grabla”, €l analisis estadistico, estuvo basado en dos hipotesis detalladas a continuacioén
HIPOTESIS NULA (Hy):Las varianzas son semejantes

HIPOTESIS ALTERNATIVA(H:):Las varianzas son diferentes

El Gexp corresponde a la siguiente formula:

s’maxima
2 N .
s{+s5+s35+s;+ 55

G exp = = 0.64

G tabla = Es el valor obtenido en la tabla de homogeneidad de varianzas de Cochran con
las siguientes condiciones:
- K(ntimero de grupos): 5, n(nimero de replicas por grupo): 3

- Probabilidad de cometer error (p) de 0.05 , es decir un grado de confianza del 95%

RESULTADO:

G tablas: 0.68 K=5,n=3, (x:0.05)

Gexp: 0.64

G exp < G tablas , se acepta la Ho; las varianzas son homogéneas, las varianzas de las 3
concentraciones son equivalentes, o 1o que es igual, el factor concentracion no influye en
la variabilidad de los resultados.

CRITERIO DE ACEPTACION:

Si G exp < G tablas para una probabilidad de cometer error (p) de 0.05 , es decir un grado
de confianza del 95%, se acepta la Ho demostrando que las varianzas no son

estadisticamente diferentes entre si.
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c¢.2 ANOVA:
Para demostrar la regresion y la linealidad , se realizo un analisis de varianza ANOVA,

utilizando el estadistico F de Fisher, con un nivel de confianza del 95%.

Para realizar el analisis de varianza , se realizan una serie de calculos, expresados en la
TABLA N° 3.9 a partir de los datos de la TABLA N° 3.7. Con el objetivo de llegar al

valor de “F”, obteniendose como valor para el estadistico F:13848.9749

TABLA N° 3.9 Analisis de Varianza ANOVA

Fuente de | Grados de Suma de Cuadrado medio Fcal Valor critico
variacion libertad cuadrados de F o valor p
Regresion 1 SSR CMR = 3R v CMR 4.52449E-21
1 = % mesu
CME
1842193.458
1842193.46 13848 9749
- SSE
Error n-2 SSE CME = —
15-2 | 1729.262638 &
133.020203
Total n-1 SST
15-1 | 1843922.72

FUENTE:Elaboracion propia

En la TABLA N°3.9 vemos que el valor-P en la tabla ANOVA es menor que el nivel de
significacion a = 0.05 , existe una relacion estadisticamente significativa es decir existe
una alta correlacion entre los datos de concentracion y areas con un nivel de confianza

del 95.0%. Por lo que el método es lineal.

El anélisis de varianzas ANOVA se realiza estableciendo una comparacion entre “Fexp”

y “Frabla”, €l andlisis estadistico, estuvo basado en dos hipotesis detalladas a continuacion.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

(L :
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

HIPOTESIS NULA (Hp): b = 0 El modelo lineal NO proporciona un buen ajuste a los

datos es decir no existe una relacion estadisticamente significativa entre “x” e “y”

HIPOTESIS ALTERNATIVA (H;):b # 0 El modelo lineal SI proporciona un buen

ajuste a los datos es decir existe una relacion estadisticamente significativa entre “x” e

“y”
El Fea 0 Fexp se calcula en la a partir de la siguiente formula:

CMR

Fe=omE

= 13848.98

El Fcal se compara con el F tblas 0.05; v1( grados de libertad en el numerador o grados de
libertad de la regresion): 1; v2( grados de libertad en el denominador o grados de libertad
del error): 13 =4.67

Por tanto cuanto mayor sea el Fca mejor sera la prediccion mediante el modelo lineal. El
“p” valor asociado a F es menor que el nivel de significacion o = 0.05, lo que conduce a
rechazar la hipotesis nula, es decir existe una relacion lineal significativa entre “x”e “y”.
Esto indica que es valido el modelo de regresion considerado, en este caso el modelo
lineal simple.

RESULTADO

Como F exp (13848.98) > F tablas (4.67), no se acepta la Ho; el modelo lineal SI

proporciona un buen ajuste a los datos.

CRITERIO DE ACEPTACION:

Si F exp > F tabla para una probabilidad de cometer error (p) de 0.05 , es decir un grado de
confianza del 95% se rechaza la Ho desmostrando que el modelo lineal si proporciona un

buen ajuste a los datos.
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En la TABLA N° 4.0 se muestran los resultados que se obtienen en el parametro de

linealidad del sistema.

TABLA N °4.0

PARAMETROS DE LINEALIDAD DEL SISTEMA PARA LA VALIDACION

LIDOCAINA BASE POMADA
Linealidad del Sistema Valor obtenido Valor
aceptable Resultado
Coeficiente de Correlacion (1) 0.9995 >=0.9950 Conforme
Coeficiente de determinacion ( 12) 0.9991 >=0.9900 Conforme
Horr{j’agg;f;‘;zd Cripliliyzs < 0.65 48 \ % <fot%1’51a Conforme
Analisis de la parap= b
Varianza:
ANOVA
ANOVA 13848.98 >4.67 | Fexp>Ftabla |Conforme
Coeficiente de
variagion Ao 1.8% CV<2% |Conforme
factores de
Respuesta
Test de
Linealidad o .
Significancia
estadistica de la
o . 117.68 >2.16 texp >ttabla |Conforme
desviacion estandar
de la pendiente
Test de Proporcionalidad 1.85<2.16 texp <_t tabla Conforme
parap = 0.05

FUENTE:Elaboracion propia
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La TABLA N° 4.0 muestra el pardmetro evaluado, la linealidad del sistema, trabajados
con tres soluciones stock, ya que asi se elimina el posible error sistematico que se podria
arrastrar en cada pesada y realizando diluciones; al analizar los resultados obtenidos se
pudo constatar que el valor de coeficiente de correlacion fue 0.9995; lo que indica la
existencia de una proporcionalidad entre las concentraciones y las respuestas, sefialando
que el sistema conserva la linealidad esperada. De igual forma, en la homogeneidad de
varianzas G exp < G tabla (0.64 < 0.68), demostrando que las varianzas no son
estadisticamente diferentes, siendo homogéneas entre si; el analisis estadistico de
regresion ofrecid F exp >F tabla (13848.98 > 4.67) para el p=0.05 demostrando que el
modelo lineal proporciona un buen ajuste a los datos; en el valor de t de Student
experimental fue mayor que el t tabla (117.68 > 2.16) para el p=0.05 de confianza, por lo
que el intercepto difiere significativamente de cero, lo que significa que el sistema a
evaluar no esté afectado por un error sistematico. Por otra parte, se mostraron pendientes
proximas a la unidad, con t de Student t exp (1.85 <2.16) y valores de probabilidad (p=
0.05) establecido como limite, por lo que deducimos que el valor observado es
estadisticamente igual a cero, es decir este intervalo de confianza del intercepto incluye

el cero.(!”

3.2 LINEALIDAD DEL METODO

Preparar soluciones de placebo enriquecidos con el principio activo en tres niveles de
concentracion que cubran el intervalo de trabajo, por pesadas independientes y por
triplicado: 85%, 100% y 115% de la concentracion nominal de trabajo en rango
establecido. Se analizaron por triplicado con un total de 9 determinaciones, segin
metodologia descrita en la (pag 62). Se construyé la recta de regresion lineal

correspondiente a los resultados de los 9 puntos experimentales.

La evaluacion estadistica de la linealidad del sistema se realizo por medio:
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A. CALCULO DE LA RECTA DE REGRESION
Determinar la recta de regresion. Sobre los puntos individuales y sin promediar.

Para el caso de una recta la funcion toma la forma:

y=bx+a

Para hallarse los valores que corresponden al intercepto “a” y pendiente “b”, fue necesario

establecer la recta de regresion a partir de los datos de la TABLA N° 4.1.

Enla TABLA N° 4.1 se muestran los resultados de la linealidad del método se prepararon
soluciones de placebo enriquecidos con el principio activo en tres niveles de
concentracion que cubran el intervalo de trabajo, por pesadas independientes y por
triplicado: 85%, 100% y 115% obteniendose las 4reas correspondientes como se puede

observar en la siguiente tabla.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

TESIS UCSM

CATOLICA .
DE SANTA MARIA

LINEALIDAD DEL METODO

TABLA N° 4.1 RESULTADOS DE LA LINEALIDAD DEL METODO

Conc. | Dato | Peso X y f(y/x)
(%) | () | (mg) | (mg/mL) | (areas)
85 1 42.44 |1 0.08412 | 862.49292 | 10253.60335
2 42.35 | 0.08394 | 855.90674 | 10196.92861
3 42.28 | 0.08380 | 849.84970 | 10141.53040
100 |1 49.93 | 0.09896 | 1014.37207 | 10250.19356
2 50.12 | 0.09934 | 1016.58924 | 10233.65552
3 50.13 | 0.09936 | 1013.53147 | 10200.83872
115 |1 57.25 1 0.11347 | 1166.65851 | 10281.69248
2 57.35 [ 0.11367 | 1189.98883 | 10469.01477
3 57.16 | 0.11329 | 1161.82349 | 10255.20345
SUMA | 9 0.88994 | 9131.21295 | 92282.66087
Sf:90.94
xf:10253.63

FUENTE: Elaboracién propia
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Después de haberse establecido la recta de regresion , los valores que corresponden al

(Y4

intercepto “a” y pendiente “b” fueron hallados mediante las siguientes formulas:

L YXYY N
b:ZX|Y|—n a:Z:YI—bZ:XI
(L “
LA
n: Numero de muestras : 9

Correspondientes a valores del intercepto® a” y pendiente ““ b los siguientes:
a: —46.21
b: 10727.84

ECUACION DE LA RECTA :

y=10727.84 x —46.21
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La recta de regresion lineal , pudo graficarse a su vez , en la FIGURA N° 3.9 en la que
se evidencia la linealidad del sistema, que fue construida con la concentracion “x” de

lidocaina en mg/mL versus “y” que son las areas de lidocaina correspondientes a cada

concentracion “x”, en la que las areas son dependientes de la concentracion.

= 10728.84x4621
LINEALIDAD DEL METODO i{z =0.997 ’

1200.0
1150.0 ~

1100.0 il
1050.0 o
o 1000.0 R
< 9500 =
900.0 sl

850.0 /

800.0 . . . . . . .
0.080 0.085 0.090 0.095 0.100 0.105 0.110 0.115 0.120

EA

Concentraciéon mg/mL

FIGURA N° 3.9 Linealidad del método

Al observar la FIGURA N° 3.9 nos percatamos que hay relacion directa entre la senal

instrumental y la concentracion del producto analizado, siendo un método lineal.
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B. INTERPRETACION ESTADISTICA DE LA REGRESION LINEAL

Realizar la interpretacion estadistica de la regresion lineal, a través del calculo de:

a. Cdlculo del coeficiente de correlacion (1)
b. Calculo del coeficiente de determinacion ( 1?)

c. Test estadistico del coeficiente de correlacion (1)

&

Test de linealidad:
d.1 Limite de confianza de la pendiente “ b”
d.2 Test estadistico de la pendiente o significancia estadistica de la desviacion
estandar de la pendiente “b”
d.3 Limite de confianza del intercepto “a”
d.4 Test estadistico del intercepto “a” o test de proporcionalidad

d.5 Coeficiente de variacion de los factores de respuesta

a. CALCULO DEL COEFICIENTE DE CORRELACION (r)

Con la finalidad de poder conocer el grado de intensidad de la relacion existente entre las

[} [

variables “x” e “y” , se halla el valor del coeficiente de correlacion lineal, el que puede
adoptar distintos valores por consiguiente distintos indicadores como:

r= 1 indica una recta perfectamente lineal

r = -1 indica una recta perfectamente lineal negativa

r=0 indica que no hay relacion entre “x” e “y

El coeficiente de correlacion lineal se determino con los valores hallados en la TABLA

N° 4.1 y con la siguientes formula:
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R

CRITERIO DE ACEPTACION: >=0.9950
RESULTADO:

El coeficiente de correlacion fue de 0.9985. Dicho valor indica que la recta de regresion

es casi perfectamente lineal y que existe una correlacion lineal positiva.

b. CALCULO DEL COEFICIENTE DE DETERMINACION (r?)

Indica el grado de ajuste de la ecuacion

Se hallé el coeficiente de determinacion “r>” con la siguiente formula:

2 nExy) = 0@
n(Ex?) - E0A[n(Ey*) - )7

CRITERIO DE ACEPTACION: >= 0.9900

RESULTADO:

El coeficiente de determinacion fue de 0.9970. El valor es muy cercano a uno,
estableciendose que el modelo lineal es adecuado para describir la relacion que existe

entre las variables “x” e “y”. Pudiendo afirmar que el 99.70% de las variaciones se debe

a influencia de la variable “x”.

[I%4]

Sin embargo el mejor indicativo de un modelo lineal no es “r” sino un test estadistico

c. TEST ESTADISTICO DEL COEFICIENTE DE CORRELACION(r) :

Uno de los mejores indicativos del modelo lineal no es unicamente el coeficiente de
correlacion “r” sino un test estadistico basado en dos hipotesis, en el que se calcula el t

regresion (test de regresion) se compara con t wblas (test tabulado) con n-2 grados de libertad
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y un intervalo de confianza del 95% (o<: 0.05) valor que es encontrado en la tabla de

distribucion de t de Student.

: probabilidad de cometer error (p)

1—oc : grado de confianza

n: numero de muestras: 9

HIPOTESIS NULA (H)): no existe correlacion significativa entre “x” y “y”(r = 0)
HIPOTESIS ALTERNATIVA( Hy): “r” no debe ser significativamente de uno ( r # 0)

El tregresion encontrado fue de : 48.20 calculado a partir de la siguiente prueba estadistica:

RESULTADO:
trabla : 2.37 Para 9-2=7 grados de libertad y (:0.05)
tregresién: 48.20

tregresion 48.20 > tiabla 2.37, se rechaza la hipotesis nula y se acepta la hipdtesis alternativa,

es decir si hay correlacion significativa entre las concentraciones y sus areas
d. TEST DE LINEALIDAD
d.1 LIMITE DE CONFIANZA DE LA PENDIENTE “b”:

Para calcular la DESVIACION ESTANDAR de la pendiente “b” (Sb) se debe hallar
primero la VARIANZA DEL ERROR EXPERIMENTAL TOTAL (determinacion de

la varianza de X sobre Y) cuya formula es la siguiente:
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o 2 _ XY I-ay Yi-bYXiYi Sxy? = 64.81
N n-2

A partir de ello determina la DESVIACION ESTANDAR de la pendiente “b” (Sb) cuya

formula es la siguiente:

Sy—

S, =

- Xi)?
> Xli- 2 X0
n
Formula para hallar los LIMITES DE CONFIANZA de la pendiente “b”

b=»b tttabla.Sb

t wbla = Es el valor obtenido en la tabla de distribucion de student, con las siguientes
condiciones:

- n-2 grados de libertad

- Probabilidad de cometer error (p) de 0.05, es decir un grado de confianza del 95%

RESULTADO:
Intervalo de confianza de la pendiente “b”

trabla : 2.37 Para 9-2=7 grados de libertad y (o<: 0.05)

b =10727.84 + 2.37x 222.56 =

b =10200.37 hasta 11255.31

d.2 TEST ESTADISTICO DE LA PENDIENTE “b”
Se trata de comprobar que existe una pendiente significativamente distinta de cero
mediante una prueba de t de student.

Se realiza estableciendo una comparacion entre “t exp” y “ttabla”

HIPOTESIS NULA (Hy )= "b" es estadisticamente igual a cero (b=0)
HIPOTESIS ALTERNATIVA( Hy)="b" es estadisticamente diferente de cero (b# 0)
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Formula para hallar EL VALOR DE T EXPERIMENTAL “ t exp”

b

texp = — t exp = 48.20
p Sh p

RESULTADO:

trabla : 2.37 Para 9-2=7 grados de libertad y (o¢: 0.05)
texp: 48.20

texp > t tabla, €ntonces se rechaza la hipdtesis nula (Ho) y "b" es significativamente diferente
de cero.

CRITERIO DE ACEPTACION:

Sitexp >t tabla para una probabilidad de cometer error (p) de 0.05 , es decir un grado
de confianza del 95% y (n-2) grados de libertad, se rechaza la Hipodtesis nula (Ho),
entonces "b" es estadisticamente diferente de cero es decir el intervalo de confianza no

incluye el cero.

d.3 LIMITE DE CONFIANZA DEL INTERCEPTO “a”:

Este valor se calcula en funcion de la DESVIACION ESTANDAR del intercepto “a”

(Sa) cuya formula es la siguiente:

X%
S, =./(Sb)? Zn Sa=2217

Formula para hallar los LIMITES DE CONFIANZA del intercepto

a=a t+ttabla.Sa

t wbla = Es el valor obtenido en la tabla de distribucion de student, con las siguientes
condiciones:

- n-2 grados de libertad

- Probabilidad de cometer error (p) de 0.05 , es decir un grado de confianza del 95%

RESULTADO:
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Intervalo de confianza del intercepto “a”

trabla : 2.37 Para 9-2=7 grados de libertad y (:0.05)

a=-46.21 +237x 2217
a=-98.75 hasta 6.33

d4 TEST ESTADISTICO DEL INTERCEPTO “a” o TEST DE
PROPORCIONALIDAD

El test de proporcionalidad pemite evaluar si la recta pasa por el origen de coordenadas
determinando si el intercepto es distinto de cero o igual a cero.

Se realiza estableciendo una comparacion entre “t exp” y “t tabla”

HIPOTESIS NULA (Hy): "a" es estadisticamente igual a cero
HIPOTESIS ALTERNATIVA( Hy): Hi="a" es estadisticamente diferente de cero

Formula para hallar EL VALOR DE T EXPERIMENTAL “ t exp”

la]
texng texp = —2.08

RESULTADO:
tuabla : 2.37 Para 9-2=7 grados de libertad y (:0.05)

texp: — 2.08

[P 4]

t exp < t wbla, entonces se acepta la hipdtesis nula (Ho), concluyendo que “a” es
[T 2]

estadisticamente igual a cero su intervalo de confianza incluye el cero, el valor de “a” es

aceptable.
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CRITERIO DE ACEPTACION:
Sitexp<tibla para una probabilidad de cometer error (p) de 0.05 , es decir un grado de
confianza del 95% y (n-2) grados de libertad, se acepta la Hipotesis nula (Ho), entonces

"a" es estadisticamente igual a cero es decir el intervalo de confianza incluye el cero.

d.5 COEFICIENTE DE VARIACION DE LOS FACTORES DE RESPUESTA (F):

El factor de respuesta (f) expresa la relacion entre la lectura o respuesta (area) y la
concentracion y puede tomarse como una expresion aproximada de la sensibilidad de
calibrado. En una calibracion lineal los factores de respuesta deben ser semejantes entre

si y cercanos al valor de la pendiente.

El coeficiente de variacion de los factores de respuesta se calcula a partir de la siguiente

formula pero antes de calcular ello primero se debe calcular la desviacion estandar de f

(sh):

CVf%= §—fx100
xf

CVf % = 0.89%

RESULTADO: Coeficiente de variacion inferior al 2%, es decir que el conjunto de datos

en relacion a su media, se encuentran con un grado de 0.89% de dispersion.

CRITERIO DE ACEPTACION: CV < 2.0%
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C. ANALISIS DE LA VARIANZA: ANOVA

Para poder realizar un anélisis de varianza se deben de cumplir con los siguientes

supuestos:

c.1 Homogeneidad de Varianzas:
c¢.2 ANOVA: : Se realizo el analisis de varianza ANOVA , para demostrar la

linealidad, bajo la evidencia muestral y un nivel de confianza de 95%

c.1 Homogeneidad de Varianzas

Para determinar la homogeneidad de varianzas se aplica el test de COCHRAN (G
exp), el cual indica si la concentracion tiene alguna influencia en la variabilidad de
los resultados.

Para poder determinar la homogeneidad de las varianzas necesitamos determinar las

varianzas de la f (y/x) para cada concentracion lo cual se resume en la TABLA

N°4.2 que presentamos a continuacion:
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TABLA N° 4.2 : Tabla resumen del calculo de varianza de la f(y/x)a partir del cual se

calcula el test de Cochran

Conc. | Dato | x conc y f(y/x) xde f(y/x) Varianza
(%) | (n) (mg/mL) (areas) (s2)
8 |1 0.08412 862.49292 10253.60335 10197.35412 | 3140.22276
2 0.08394 855.90674 10196.92861
3 0.08380 849.84970 10141.53040
100 |1 0.09896 | 1014.37207 10250.19356 10228.22927 631.05833
2 0.09934 | 1016.58924 10233.65552
3 0.09936 | 1013.53147 10200.83872
115 |1 0.11347 | 1166.65851 10281.69248 10335.30357 13584.43110
2 0.11367 | 1189.98883 10469.01477
3 0.11329 | 1161.82349 10255.20345
SUM |9 Z f 9228266 Media de f 17355.71219
Y f2, 946298326 N
Sf:90.94

FUENTE:Elaboracion propia

En la TABLA N° 4.2 podemos ver las varianzas calculadas a partir de la f (y/x) para

cada concentracion con las cuales podemos calcular el Gexp.

La homogeneidad de varianzas se realiza estableciendo una comparacion entre “Gexp” y

“Grabla”, €l analisis estadistico, estuvo basado en dos hipotesis detalladas a continuacion.
HIPOTESIS NULA (Hy):Las varianzas son semejantes

HIPOTESIS ALTERNATIVA(H;):Las varianzas son diferentes

El Gexp corresponde a la siguiente formula:
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c s’maxima 078
exp = ——————=0.
P s+ 52+ 52

G tabla = Es el valor obtenido en la tabla de homogeneidad de varianzas de Cochran con
las siguientes condiciones:
- K(mimero de grupos): 3, n(nimero de replicas por grupo): 3

- Probabilidad de cometer error (p) de 0.05 , es decir un grado de confianza del 95%

RESULTADO:

G tablas: 0.87 K=3, n =3, (x:0.05)

Gexp:0.78

G exp < G tablas , se acepta la Ho; las varianzas son homogéneas, las varianzas de las 3
concentraciones son equivalentes, o lo que es igual, el factor concentracidon no influye en

la variabilidad de los resultados.
CRITERIO DE ACEPTACION:

Si G exp < G mblas para una probabilidad del 95%, se acepta la Ho demostrando que las

varianzas no son estadisticamente diferentes entre si.
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d.2 ANOVA:
Para demostrar la regresion y la linealidad , se realizo un analisis de varianza ANOVA,

utilizando el estadistico F de Fisher, con un nivel de confianza del 95%.

Para realizar el analisis de varianza , se realizan una serie de calculos, expresados en la
TABLA N°4.3 a partir de los datos de la TABLA N° 4.1 Con el objetivo de llegar al

valor de F, obteniéndose como valor para el estadistica F: 2323.43

TABLA N°4.3 Analisis de Varianza ANOVA

Fuente de | Grados Suma de Cuadrado Fc Valor critico
variacion de cuadrados medio de F o valor p
libertad
i6 SSR CMR _
Regresion 1 SSR cMR = 222 ol 4.32768E-10
150572.0685 1 CME
150572.0685 2323.432766
E SSE
Error n-2 SSE CME —
9-2 | 453.6410499 n-2
64.80586427
Total n-1 SST
9-1 | 151025.7095

FUENTE:Elaboracion propia

En la TABLA N°4.3 vemos que el valor-P en la tabla ANOVA es menor que el nivel de
significacion a = 0.05, existe una relacion estadisticamente significativa es decir existe
una alta correlacion entre los datos de concentracion y areas con un nivel de confianza

del 95.0%. Por lo que el método es lineal.
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El andlisis de varianzas ANOVA se realiza estableciendo una comparacion entre “Fexp”

y “Frabla”, €l andlisis estadistico, estuvo basado en dos hipotesis detalladas a continuacion.

HIPOTESIS NULA (Hy) b = 0 El modelo lineal NO proporciona un buen ajuste a los
datos

HIPOTESIS ALTERNATIVA(H;) b # 0 El modelo lineal SI proporciona un buen
ajuste a los datos.

El F exp 0 calculado se determina mediante la siguiente formula:

Fe= MR _ 5 nn343
¥ e '

El F calculado 0 Fexp se compara con el F tablas 0.05; v1( grados de libertad en el numerador o
grados de libertad de la regresion): 1; v2( grados de libertad en el denominador o grados
de libertad del error): 7 = 5.59

Por tanto cuanto mayor sea el Fc mejor sera la prediccion mediante el modelo lineal. El
“p” valor asociado a F es menor que el nivel de significacion a = 0.05, lo que conduce a
rechazar la hipotesis nula, es decir existe una relacion lineal significativa entre “y” e “x”.

Esto indica que es valido el modelo de regresion considerado, en este caso el modelo

lineal simple.

RESULTADO:

Como F exp (2323.43) > F tablas (5.59), no se acepta la Ho; el modelo lineal SI proporciona
un buen ajuste a los datos.

CRITERIO DE ACEPTACION:

Si F exp > F twbla para una probabilidad del 95%, se rechaza la Ho desmostrando que el

modelo lineal si proporciona un buen ajuste a los datos
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En la TABLA N° 4.4 se muestran los resultados que se obtienen en el parametro de
linealidad del método.

TABLA N° 4.4

PARAMETROS DE LINEALIDAD DEL METODO PARA LA
VALIDACION LIDOCAINA BASE POMADA

Valor obtenido Valor
Linealidad del Método aceptable Resultado
Coeficiente de Correlacion (1) 0.9985 >=(.9950 Conforme
Coeficiente de determinacion ( 12) 0.9970 >=(0.9900 Conforme
e Homogeneidad  de 0.78 < 0.87 Gexp=G tabla Conforme
Analisis  de . parap = 0.05
la Varianza: VagRie
ANOVA
ANOVA 2323.43 > 5.59 Fexp>F tabla | Conforme
Coeficiente de
o S e 0.9 % CV<2% |Conforme
actores de
Respuesta
Test de
Linealidad
Significancia
estadistica de la
S : 48.20 > 2.37 texp >ttabla |Conforme
desviacion estandar
de la pendiente
Test de Proporcionalidad 2.08 <2.37 texp <_t tabla Conforme
parap = 0.05

FUENTE : Elaboracion propia

La TABLA N° 4.4 muestra el pardmetro evaluado, la linealidad del método, se trabajé a

3 concentraciones diferentes: 85%, 100% y 115%, al analizar los resultados obtenidos se
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pudo constatar que el valor de coeficiente de correlacion fue 0,9950; lo que indica la
existencia de una proporcionalidad entre las concentraciones y las respuestas, sefialando
que el sistema conserva la linealidad esperada. De igual forma, en la homogeneidad de
varianzas G exp < G tabla (0.78 < 0.87), demostrando que las varianzas no son
estadisticamente diferentes, siendo homogéneas entre si; el andlisis estadistico de
regresion ofrecio F exp >F tabla (2323.43 > 5.59) para el p=0.05, demostrando que el
modelo lineal proporciona un buen ajuste a los datos; en el valor de t de Student
experimental fue mayor que el t tabla (48.20 > 2.37) para el p=0.05 de confianza, por lo
que el intercepto difiere significativamente de cero, lo que significa que el método a
evaluar no est4 afectado por un error sistematico. Por otra parte, se mostraron pendientes
préximas a la unidad, con t de Student t exp (2.084 < 2.37) y valores de probabilidad (p=
0.05) establecido como limite, por lo que deducimos que el valor observado es
estadisticamente igual a cero, es decir este intervalo de confianza del intercepto incluye

el cero.!”

4.0 EXACTITUD:
Expresa la proximidad entre el valor que es aceptado convencionalmente como valor
verdadero o valor de referencia y el valor experimentalmente encontrado.
En la prueba de exactitud se trabaja con 3 niveles de concentracion y cada nivel se analiza
por triplicado determinando el % de recuperacion para cada nivel de concentracion.
» En la prueba de exactitud se prepara un estandar de lidocaina base cuyos datos se
presentan a continuacion.

Datos del estandar:

Estandar| Peso (mg) Area

Std 1 49.86 1011.59735
Std 2 50.24 1031.02911
x 50.05 1021.31323
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»  Para el estudio de la exactitud se trabaja con las mismas muestras preparadas

para la determinacion de la linealidad del método, segiin metodologia descrita
en la (pag 64)

Después de haberse realizado la preparacion del estandar y muestras fueron inyectadas al

equipo obteniéndose como respuestas las respectivas areas para cada concentracion, asi

como también la cantidad anadida de lidocaina base en mg y la cantidad que se logra

hallar de lidocaina base tambien en mg, obteniendose asi el % de recuperacion para cada

nivel de concentracion lo cual se detallan en la TABLA N° 4.5.

El procedimiento para el calculo del porcentaje de recuperacion de lidocaina base con

respecto a la cantidad conocida de analito afiadido a la muestra se halla descrito en el

estudio de la exactitud.(pag 73)

TABLA N° 4.5 Tabla resumen del porcentaje de recuperacion obtenido en la prueba de

exactitud para cada nivel de concentracion

Conc | Ensayo Areas Anadido Hallado Recuperacion
(“o) (mg) (mg) (“o)
85 1 862.49292 42.44 42.27 99.59
2 855.90674 42.35 41.94 99.04
3 849.84970 42.28 41.65 98.50
100 1 1014.37207 49.93 49.71 99.56
2 1016.58924 50.12 49.82 99.40
3 1013.53147 50.13 49.67 99.08
115 1 1166.65851 57.25 57.17 99.87
2 1189.98883 57.35 58.32 101.69
3 1161.82349 57.16 56.94 99.61

FUENTE:Elaboracion propia

La evaluacion de la exactitud mostro porcentajes de recuperacion de lidocaina base dentro

de las especificaciones para cada concentracion, lo cual se evidencia en la TABLA N° 4.5
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En la TABLA N° 4.6 presentamos el porcentaje de recuperacion promedio de lidocaina

base en los 3 niveles de concentracion, valor obtenido a partir de la TABLA N° 4.5 .

TABLA N° 4.6
ENSAYOS ESTADISTICOS PARA EVALUAR EXACTITUD DEL METODO
PARA LA VALIDACION DE LIDOCAINA BASE POMADA.

Porcentaje de Valor obtenido Valor normal Resultado
Recuperacion
Recuperacion Promedio 99.59% 98% a 102% Conforme
Cv 0.9 % CV< 2% Conforme

FUENTE : Elaboracion propia

La exactitud de un procedimiento analitico expresa la proximidad entre el valor que es
aceptado convencionalmente como valor verdadero o un valor de referencia y el valor
experimental encontrado, como se puede evidenciar en la TABLA N° 4.6 el valor de los
porcentaje promedio de muestra recuperada de lidocaina base fue 99.59 % calculado a
partir de los porcentajes de recuperacion obtenidos para cada nivel de concentracion en
la TABLA N° 4.5, el porcentaje promedio de muestra recuperada de lidocaina base esta
dentro de los limites de las especificaciones (98.0% - 102.0%) y tiene un CV menor de
2% (0.9%), por lo que la exactitud es correcta segiin sus respectivas especificaciones.
Este resultado nos condujo a considerar que los errores sistematicos del método no fueron

significativos, por lo que puede considerarse exacto.

5.0 PRECISION

5.1 PRECISION INSTRUMENTAL
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Este parametro esta relacionado al grado de concordancia (grado de dispersion)
entre una serie de medidas a partir de la misma muestra homogénea. Es decir que
podemos obtener mediciones muy precisas pero poco exactas; sin embargo para
que un método sea exacto se requiere que sea preciso; lo cual nos asegura que el

equipo empleado, cumple con el pardametro en estudio.®?

» En la prueba de precision instrumental se prepara un estandar de lidocaina base

cuyos datos se presentan a continuacion, segin metodologia descrita en la (pag

64)
DATOS DEL ESTANDAR:
ESTANDAR: LIDOCAINA BASE
Peso 3 50.0 mg
Lote proveedor : ALC/LB/100902
Informe n° ? MDFR-1334/11

»  Laprecision instrumental es una prueba en la cual el estandar de Lidocaina base
es inyectado 6 veces y por lo tanto tenemos 6 tiempos de retencion (tr) con sus
respectivas areas, se determinara el promedio y coeficiente de variacion de las
areas y tiempos de retencion respectivamente, lo cual es resumido en la TABLA

N° 4.7.

TABLA N° 4.7

ENSAYO DE PRECISION INSTRUMENTAL DE LIDOCAINA BASE
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POMADA.

LECTURA N° TR (min) AREA
1 4.22462 1003.28888
2 4.22794 1002.68298
3 4.22520 1003.27606
4 4.22347 1003.16248
5 4.22401 1003.67413
6 4.22529 1003.22961
PROM 4.22509 1003.21902

CV % 0.04% 0.03%

FUENTE: Elaboracion propia

Tr: tiempo de retencion

En la TABLA N° 4.7, se muestra el parametro de la precision instrumental, se debe
determinar antes de iniciar el estudio de otros parametros de validacion, dado que asi se
conoce en que grado de respuesta del método es unicamente es proporcionada por el
analito, obteniéndose un promedio de area 1003.21902 y un CV 0.03 %, promedio de
Tiempos de Retencion de 4.22509 y un CV 0.04% el cual para los dos casos es inferior
al CV < 2% tedrica maxima por lo tanto la precision del sistema (instrumental) es

adecuada.

5.2 REPETIBILIDAD DEL METODO
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Estudia la variabilidad del método efectuando el analisis sobre las muestra en las
mismas condiciones operativas (por un mismo analista, con los mismos aparatos y
reactivos, etc.), en un mismo laboratorio y en un periodo de tiempo corto.

Evalua la precision del método (precision intraensayo)

» En la prueba de repetibilidad del método se prepara un estandar de Lidocaina

base cuyos datos se presentan a continuacion:

Datos del estandar:

Estandar: Lidocaina base
Peso (WSt) 49.8 mg
Potencia (Pot): 99.10 %

» Las muestras en la prueba de repetibilidad del método se preparan con la
pomada de lidocaina base es decir el producto terminado se preparan 6
muestras, se pesa aproximadamente 1g de las mismas que equivale a 50 mg

de lidocaina base, segiin metodologia descrita en la (pag 64).

Después de haberse realizado la preparacion del estandar y muestras fueron inyectadas al

equipo obteniendose como respuestas las respectivas areas las cuales se detallan en la

TABLA N° 4.8.

TABLA N° 4.8 Tabla resumen de las areas obtenidas tanto para el estindar como

para las muestras en la repetibilidad del método.
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N° de inyecciones Area del Estandar
ASt
1 1006.50128 x :1007.59440
E
% 2 1006.49658 CV%: 0.0011
A 3 1007.40216
N
D 4 1007.49164
A
R 5 1008.40009
6 1009.27466
Area de la muestra
AM
Muestra 1 1040.58441
M
U Muestra 2 1040.74182
E
S Muestra 3 1033.20563
11; Muestra 4 1034.30219
é Muestra 5 1047.07691
Muestra 6 1034.91260

FUENTE:Elaboracion propia

En la TABLA N° 4.8 vemos las areas del estandar y las areas de las muestras a partir
de esto podemos determinar el contenido de lidocaina base en las mismas con la
formula descrita en la (pag 75). y cuyos resultados se evidencian en la siguiente tabla.
En la TABLA N° 4.9 se obtuvieron las concentraciones de lidocaina base en g/100g

que corresponden a cada muestra.

TABLA N°4.9
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VARIABILIDAD DE LA CONCENTRACION PROMEDIO PARA EL
ENSAYO DE PRECISION — REPETIBILIDAD DE LIDOCAINA BASE

POMADA.
Muestra Peso g/100 g %
N° Muestra (mg) | hallados
1 1007.2 5.0603 101.21
p/ 1002.8 5.0833 101.67
3 1012.2 4.9996 99.99
4 1010.0 5.0158 100.32
5 999.3 5.1322 102.64
6 1005.7 5.0403 100.81
PROMEDIO 5.0553 101.11 %
(CV%) 0.9528 1.0 %
S 0.0482

FUENTE:Elaboracion propia

La precision, evaluada como repetibilidad, mostré resultados satisfactorios, pues el
coeficiente de variacion (CV) determinado fue 1.0 % (Ver Tabla N° 4.9), el cual indica
que el conjunto de datos en relacion a su media, se encuentran con un grado de 1.0 % de
dispersion. Segin la AEFI recomienda introducir los intervalos de confianza en el estudio
de precision — repetibilidad. Se obtuvo el intervalo de confianza de la media de 100.11%
a 102.11%; siendo nuestro resultado conforme por encontrarse dentro de la

especificacion.

Intervalo de Confianza Promedio: Se expresa de la siguiente manera
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- ttablaxs
g Lranaxs

R

Donde:

x:promedio del resultado de los ensayos
t wbla :Es el valor obtenido en la tabla de distribucion de student para n-1 grados
de libertad y una probabilidad de cometer error (p) de 0.05 , es decir un grado de
confianza del 95%
n: Nimero de muestras
s:desviacion estandar

Que para el presente trabajo de acuerdo a TABLA N°4.9

X:5.0553

5:0.0481

n: 6

t tabla: 2.57 a un nivel de confianza del 95%

REEMPLAZANDO:

2.57 x 0.0481
V6

Intervalo de Confianza Promedio = 5.0553 +

Intervalo de Confianza Promedio = 5.0553 + 0.05

El andlisis estadistico de los resultados obtenidos para la evaluacion de la repetibilidad

de la metodologia analitica, demostro que el método es preciso.

Se evalu6 el limite de confianza promedio, el cual nos permitié determinar la maxima

variabilidad en la respuesta de las muestras consideradas idénticas.

5.3 PRECISION INTERMEDIA
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Evalia la precision frente a variaciones del analista, equipo y dia (precision

intralaboratorio o precision interensayo
» En la prueba de precision intermedia el analista A y el analista B preparan un
estandar de lidocaina base en diferentes dias, cuyos datos se presentan a

continuacion:

Datos del estandar:

Estandar: Lidocaina base (Peso)

Peso(mg)  49.8 mg Analista A
Peso(mg)  50.1 mg Analista B
Potencia 99.10

» En la prueba de precision intermedia las muestras preparadas por el analista
A son las mismas de la prueba de repetibilidad del método. Un segundo
analista es decir el analista B realizo otro dia la preparacion de las muestras
usando el mismo método analitico pero diferente equipo. La preparacion de

estandar y muestras se realiza segiin metodologia descrita en la (pag 65).

Después de haber realizado la preparacion del estandar y muestras en diferentes dias estas
fueron inyectadas en equipos diferentes obteniendose como respuestas las respectivas

areas las cuales se detallan en 1a TABLA N° 5.0.
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TABLA N° 5.0 : En la siguiente tabla tenemos las areas del estdndar y muestras

obtenidas por el analista A y por el analista B en diferentes equipos y dias.

ANALISTA A ANALISTA B
N° de Areas N° de Areas
E inyecciones E | inyecciones
S 1 1006.50128 S 1 966.18329
T 2 1006.49658 T 2 966.41449
A 3 1007.40216 A 3 966.18176
N 4 1007.49164 N 4 967.48865
D 5 1008.40009 D 5 968.61597
A 6 1009.27466 A 6 969.41071
R ¢ 1007.59440 R X 967.38247
CV% 0.0011 CV% 0.0014
M| Mta| WM | g/l100g Areas M | Mta| WM | g/100 g Areas
U | N° | (mg) |hallados U | N° | (mg) |hallados
E | 1 [ 1007.2 | 5.0603 [1040.58441 | E | 1 |1002.3 | 5.0983 |995.65897
S 2710028 | 5.0833 |1040.74182 | S [ 2 [1007.8| 5.0889 |999.27729
T 3770122 | 49996 [1033.20563 | ' [ 3 |1005.9 | 5.0465 |989.08661
R 4 10100 [ 5.0158 |103430219 | R[4 [1012.6| 5.0442 [995.22007
A 751 9993 | 5.1322 |1047.07691 | ™[5 | 983.1 | 5.0345 | 96435785
S 76 110057 | 5.0403 [1034.91260 | > [ 6 | 977.6 | 5.0282 |957.77048

FUENTE:Elaboracion propia

En la TABLA N° 5.0 vemos las areas del estandar y las areas de las muestras del analista
A y del analista B, a partir de esto podemos determinar la cantidad hallada de lidocaina
base en las muestras en g/100g con la férmula descrita en la (pag 75). cuyos resultados se
evidencian tambien en esta tabla y cuyo valor porcentual se evidencia en la TABLA N°

5.1.
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Enla TABLA N° 5.1 se obtuvo el contenido de lidocaina base en porcentaje % tanto para
el analista A como para el analista B determinando el coeficiente de variacion entre

ambos.

TABLA N°5.1

PARAMETROS DE PRECISION INTERMEDIA DE VALORACION DE
LIDOCAINA BASE POMADA REALIZADO POR DOS ANALISTAS.
ANALISIS T-PAREADO

N° ANALISTA A ANALISTA B Diferencia
Cantidad en Cantidad en (d)
porcentaje % porcentaje %

1 101.21 101.97 -0.76
2 101.67 101.78 -0.11
3 99.99 100.93 -0.94
4 100.32 100.89 -0.57
5 102.64 100.69 1.95
6 100.81 100.56 0.25
101.11 101.14 -0.03 X
0.96 0.59 1.1 s
0.95 % 0.58 %
0.8 % Cv

FUENTE: Elaboracion propia
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FUENTE:Elaboracion propia

Fig N°4.0 Porcentaje de lidocaina base obtenido por el analista “A” y por el

analista “B”

Como se puede observar en la TABLA N° 5.1 y Fig.N° 4.0 se muestran los resultados de

la precision intermedia obtenidos a partir de la TABLA N° 5.0. Como se observa el

coeficiente de variacion total (0.8%) es menor del 4.0 % como criterio de aceptacion en

precision intermedia. Ademas se comprobd que no existen diferencias significativas

desde un punto de vista estadistico (analisis T-Parecado) entre los resultados obtenidos

para ambos analistas. Con esto se comprobo el grado de concordancia (grado de

dispersion) entre una serie de medidas de tomas multiples a partir de una misma muestra

homogénea en las condiciones establecidas en la técnica analitica aplicada.'®

El mejor test para establecer si hay diferencia significativa en los resultados obtenidos

por el analista A y por el analista B es un TEST T.PAREADO

Se realiza estableciendo una comparacion entre “t exp” y “t tabla”

El analisis estadistico de t-pareado, se basé en dos hipodtesis detalladas a continuacion:
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HIPOTESIS NULA (Hj):No hay diferencia entre los resultados obtenidos por el analista
A'y el analista B
HIPOTESIS ALTERNATIVA (H)):Si hay diferencia entre los resultados obtenidos por

el analista A y el analista B

Se determina el valor de t experimental hallado con la siguiente férmula:

~d.n_—0.03.2.45

= —0.07
S 1.1 04

t

RESULTADO:

tabla : 2.57 Para 6-1=5 grados de libertad y (:0.05)
texp : -0.07

t exp < t tabla, entonces se acepta la hipotesis nula (Ho) es decir no existe diferencias

significativas entre los resultados obtenidos por el analista A y el analista B.
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6. ROBUSTEZ:

La robustez de un método analitico indica el grado de confiabilidad del ensayo para

permanecer inalterado ante pequefas variaciones.
» El estandar preparado en la prueba de repetibilidad del método es el mismo para
el analisis inicial en la prueba de robustez , en el analisis final se corre con un

estandar recientemente preparado.

Datos del estandar:

Estandar: Lidocaina base (Peso)
Peso(mg) 49.8 mg ANALISIS INICIAL
Peso(mg) 49.8 mg ANALISIS FINAL
Potencia 99.11

» En la preparacion de las muestras se consideran las 3 primeras muestras de la
prueba de repetibilidad del método como andlisis inicial y estas mismas
muestras permanecen aproximadamente 24 horas en refrigeracion y se
vuelven a correr con un estandar recientemente preparado. La preparacion de

estandar y muestras se realiza segiin metodologia descrita en la (pag 66).
Después de haber realizado la preparacion del estandar y muestras en el analisis inicial y

final estas fueron inyectadas obteniendose como respuestas las respectivas areas las

cuales se detallan en la TABLA N° 5.2.
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TABLA N° 5.2 :Tabla resimen del estudio de robustez estudio inicial muestras corridas
el mismo dia de su preparacion y final muestras corridas 24 horas despues de haber sido

almacenadas en refrigeracion.

INICIAL FINAL
N° de Areas N° de Areas
E inyecciones E | inyecciones
S 1 1006.50128 S 1 997.58215
T 2 1006.49658 T 2 998.57141
A 3 1007.40216 A 3 998 75043
N 4 1007.49164 N 4 999 34796
D 5 1008.40009 D 5 100027502
A 6 1009.27466 | A 6 80 94464
R X 1007.59440 | R X 999.07860
CV% 0.0011 CV% 0.0010
M | Mta| WM | g/100g Areas M |Mta| WM | g/100 g Areas
U | N° | (mg) |hallados U | N° | (mg) | hallados
E E
S 1007.2 | 5.0603 |1040.58441 | ¢ | 1 |1007.2| 5.0288 |1025.35816
;l; 1002.8 | 5.0833 |1040.74182 ll; 2 |1002.8 | 5.0773 [1030.73163
A 1012.2 | 4.9996 [1033.20563 | A [ 3 [1012.2] 4.9906 |1022.63236
S S

FUENTE:Elaboracion propia

Enla TABLA N° 5.2 vemos las areas del estandar y las areas de las muestras del analisis
inicial y del andlisis final, a partir de esto podemos determinar la cantidad hallada de
lidocaina base en las muestras en g/100g con la formula descrita en la (pag 75). cuyos
resultados se evidencian tambien en esta tabla y cuyo valor porcentual se evidencia en la

TABLA N° 5.3.
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Enla TABLA N° 5.3 se obtuvo el contenido de lidocaina base en porcentaje % tanto para
el andlisis inicial como para el anélisis final determinando el coeficiente de variacion

entre ambos.

TABLA N°5.3

PARAMETRO DE ROBUSTEZ DE VALORACION DE LIDOCAINA BASE
POMADA DESPUES DE 24 HORAS DE REFRIGERACION
ANALISIS T-PAREADO

MUESTRA DOSAJE (%) DIFERENCIA
INICIO FINAL
M1 101.21 100.58 0.63
M2 101.67 101.55 0.12
M3 99.99 99.81 0.18
100.96 100.65 0.31 x
0.87 0.87 0.28 s
0.86% 0.87%
0.86% Ccv

FUENTE:Elaboracion Propia
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PARAMETRO DE ROBUSTEZ

100,96

% DE LIDOCAINA BASE

m INICIO
FINAL

INICI@ FINAL

FUENTE:Elaboracion propia

Fig.N° 4.1 Porcentaje de lidocaina base obtenido en el analisis inicial y en el

analisis final

El objetivo del estudio de la robustez es conocer la variabilidad del método, esta variacion
puede deberse a errores aleatorios inherentes a todo método de ensayo. Los factores
susceptibles a influir sobre los resultados de un ensayo no pueden ser siempre controlados
como al analista, el equipo instrumental, los reactivos, el tiempo, etc., es por ello la
importancia de este ensayo. (1

En este estudio se evalud la estabilidad de las muestras almacenadas 24 horas en
refrigeracion (TABLA N°5.3), donde se observa que los resultados de Lidocaina base
cumplen con el criterio de aceptacion siendo el promedio inicial 100.96 % y el promedio
final 100.65 % como se observa en la TABLA N°5.3 y Fig.N° 4.1. El CV entre las
primeras muestras de la repetibilidad y las muestras refrigeradas durante 24 horas es
0.86% estando dentro de la especificacion permitida.!7??. Ademas se comprobé que no
existen diferencias significativas desde un punto de vista estadistico (analisis T-Pareado)

entre los resultados obtenidos en el analisis inicial y final.
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El mejor test para establecer si hay diferencia significativa en los resultados obtenidos en

el analisis inicial y final es un TEST T.PAREADO

Se realiza estableciendo una comparacion entre “t exp” y “ttabla”

El analisis estadistico de t-pareado, se basé en dos hipodtesis detalladas a continuacion:
HIPOTESIS NULA (Hj):No hay diferencia significativa en los resultados obtenidos en
el analisis inicial y final.

HIPOTESIS ALTERNATIVA (H)):Si hay diferencia significativa en los resultados

obtenidos en el andlisis inicial y final.

Se determina el valor de t experimental hallado con la siguiente formula:

P d.vn 031.1.73

= =1.92
s 0.28 g

RESULTADO:

trabla : 4.30 Para 3-1=2 grados de libertad y (oc: 0.05)
texp: 1.92

t exp < t tabla, entonces se acepta la hipotesis nula (Ho) es decir no existe diferencias
significativas entre los resultados obtenidos en el andlisis inicial y final. Es decir las

muestras refrigeradas a 4°C durante 24 horas no muestran variacion significativa.
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CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos se concluye que:

1. Se desarrollo una técnica analitica usando HPLC para la determinacion de lidocaina
en pomada, para esto se uso cromatografia de fase reversa con deteccion en la region
UV.

2. Para la validacion se desarrollo y evaluo los siguientes parametros:

» Especificidad:el método es especifico porque no se evidenciaron interferentes
tanto de excipientes, diluyente como de productos degradados permitiendome
cuantificar el principio activo; excepto cuando la muestra es sometida a
oxidacion en cuyo caso resulta ser susceptible y particularmente en este caso
imposible de cuantificar.

» Linealidad: el método cumple con los parametros de Linealidad del sistema y
Linealidad del método dado que se obtuvo un coeficiente de correlacion r =
0.9995 y r = 0.9985 respectivamente.

» Precision: el coeficiente de variacion (CV) de la precision instrumental para las
areas y los tiempos de retencion es < 2.0%; la repetibilidad del método tiene un
CV = 1.00 %, la precision intermedia tiene un CV = 0.8%

» Exactitud: el método es exacto con una recuperacion media de 99.59 % cuyo
valor esta comprendido entre el 98 — 102 %.

> Robustez: el método es robusto ya que la muestra después de haber sido
refrigerada 24 horas no muestra variacion significativa.

3. El método por Cromatografia Liquida de alta performance para la valoracion de
Lidocaina base pomada cumple con los Pardmetros de Validacion realizada. Dado
que al ser evaluado y posteriormente contrastados con los criterios de aceptacion
establecidos segun el Procedimiento Operativo Estandar (P.O.E) de Validacion de
métodos analiticos de Laboratorios Medifarma S.A. El método validado resulta ser

confiable, consistente y puede emplearse en los analisis de rutina del Laboratorio.
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RECOMENDACIONES:

1. Es recomendable que antes de iniciar la validacion se cumpla con la verificacion
de los materiales de referencia como son los estandares, la adecuada calificacion
de los instrumentos analiticos como el HPLC, balanzas, potenciometro,
calificaciéon de proveedores de materias primas, calificacion del personal, las
pruebas de aptitud de sistema y que se cumplan con las buenas practicas de
laboratorio todo esto es garantia de calidad y nos asegura la confiabilidad de

nuestros resultados.

2. Se evidencio que el método resulta ser especifico porque se puede cuantificar el
analito sin interferencia de productos de degradacion, excepto cuando se sometio
la muestra en contacto directo con el peroxido de hidrogeno presentando una
oxidacion inminente por lo tanto es recomendable no exponer la muestra en

contacto directo con el oxigeno o cualquier otro agente oxidante.
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ANEXO N°2 TABLAS ESTADISTICA TEST DE COCHRAN

Prueba de homogeneidad de varianzas de Cochran
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ANEXO N°3 TABLAS ESTADISTICA TEST DE STUDENT

Tabla = Distribucion de t de Student. Areas de cola bilateral en funcion de los grados d
libertac. e la distribucion.

o
v 0.50 0.20 0.10 0.05 0.02 0.01 0.002 0.001
1 1.000 3.078 6.314 12.706 31.821 63.656 318.289 636.578
2 0.816 1.886 2,920 4.303 1 6.965 9.925 22.328 31.600
3 0.765 1.638 2.353 3.182 4.541 5.841 10.214 12.924
4 0.741 1.533 2.132 2.776 3.747 4.604 7173 8.610
5 0.727 1.476 2.015 2.571 3.365 4.032 5.894 6.869
6 0.718 1.440 1.943 2.447 3.143 3.707 5.208 5.959
7 0.711 1.;“5 1.895 2.365 2.998 3.;‘99 4.785 5.408
8 0.706 1.397 1.860 2.306 2.896 3.355 4.501 5041
9 0.703 1.383 1.833 2.262 2.821 3.250 4.297 4781
10 0.700 1.372 1.812 2.228 2.764 3.169 4.144 4.587
11 0.697 1.363 1.7@5 2.201 2.718 3.106 4.025 4.437
12 0.695 1.356 1.782 2.179 2.681 3.055 3.930 4.318
13 0.694 1.350 1.771 2.160 2.650 3.012 3.852 4.221
14 0.692 1.345 1.761 2.145 2.624 2977 3.787 4.140
15 0.691 1.341 1.753 2.131 2.602 2.947 3.733 4.073
16 . 0.690 1.337 1.746 2.120 2.583 2.921 3.686 4.015
17 0.689 1.333 1.740 2.110 | 2.567 2.898 3.646 3.965
18 0.688 1.330 1.734 2.101 2.552 2.878 3.610 3.922
19 0.688 1.328 1.729 2.093 2.539 2.861 3.579 3.883
20 0.687 1.325 1.725 2.086 2528 | 2845 3.552 3.850
21 0.686 1.323 1.721 2.080 2518 2.831 3527 |. 3819
22 0.686 1.321 1.717 2.074 2.508 2.819 3.505 3.792
23 0.685 1.319 1.714 2.069 2.500 2.807 3.485 3.768
24 0.685 1.318 1.711 2.064 2492 2.797 3.467 3.745
25 0.684 1.316 1.708 2.060 2485 .| , 2.787 3.450 3.725
26 0.684 1.315 1.706 2.056 2.479 ' 2.779 3.435 3.707
27 0.684 1.314 1.703 2,052 2.473 2.771 3.421 3.689
28 0.683 1.313 1.701 2.048 2.467 2.763 3.408 3.674
29 0.683 1.311 1.699 2.045 2.462 2.756 3.396 3.660
30 0.683 1.310 1.697 2.042 2.457 2.750 3.385 3.646
40 0.681 1.303 1.684 2.021 2.423 2.704 3.307 3.551
50 0.679 1.299 1.676 2.009 2.403 2678 3.261 3.496
60 0.679 1.296 1671 | 2.000 2.390 2.660 3.232 3.460
70 0.678 1.294 1.667 1.994 ' 2381 | 2648 3.211 3.435
80 0.678 1.292 1.664 1.990 2.374 2.639 3.195 3.416
90 0.677 1.201 1.662 1.987 2.368 2.632 3183 | 3402
100 0677 1.290 1.660 1984 | - 2.364 2.626 3.174 3.390
oo 0.675 1.282 1.645 1.960 2.326 2576 3.090 3.290
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ANEXO N° 10: REPORT DE LAS CORRIDAS CROMATOGRAFICAS DE
PRECISION INSTRUMENTAL

Seguencea table: CiAVCHEM3ZVENDATANVALIDECTION DE TECHICAS\TVh. ..,I’bﬂ'xTﬁPRECIH:! 2012-07-1¢
_ 1A=12-32%\TRERECINI .S
Data directory patln CoACHEMIZVZNWDRTA\VALIDACION DE TECHICASA\IVEILOPOA\TSERECING 2012-07-1¢

18=12=32%
Operator: M. VALVERDE /K, COORIMANYA
Method file name: CoACHEMIZNZNDATANVALIDACION DE TECHICAS\TVXILOPOATGPRECING 2012-07-1:
Run Location Ing Inj. Date/Tims File Hame Sample Hama

1 15/07/2012 Ql:35:23 a.m. PRECINICGQ0040.D ST
1 15/07/2012 01:43+40 a.m. FRECIN3QO0041.07 ST
2 OLEMT/20LE 01:52:33 a.m. FRECINIDOOOLAZ T ST
Vial 85 3 15/07/2012 02:00:16 a.m. FRECINIODOOD43.D =BT
4 1370772012 0Z:08:34 a.m. BRECININOOOL4 .0 BT
5 15/07/2012 02:16:52 a.m. PRECIRIO00045.D &T

Compound: Lidocalna base (Signals VWDl A, Wavelength=230 nm

Fun et Time “hgan verlaSion of deta poink and conBdence intereal
ft [min] messReTime:
—_—— e e e e
1 - g, 23452 424
2 4,22704 — n e —————
3 4, 22520 4.2
4 4,22347
5 4,22401 az
& 1,2252%
Buns_
Maan: 4.22509
B. 0,1 0.00156
B30 1 0.03699
95% CIL: C.o0lad
Run Papk area "Mean varkation of data points end conlidenss inlenval
# Iman *s] area
| ——— 1040
1 1003, 28%34 10075
2 LOOE. 68258 1006
3 1003, 27 60E 10026 ——— e ——
4 1003, 16248 1000
5 100367413 BET.D
& 1003, 22961 Bas
Pz |
Maan: 1003, 31902
8,0 O, 31B09
R8D 0.031T1
B5% CI: 0, 33382
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