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RESUMEN

El presente trabajo tuvo por objeto proponer la validacion del método de
cromatografia liquida de alta eficiencia para la cuantificacion de cloranfenicol

colirio, para lo cual se utilizé el método analitico descrito en la USP 38.

Se elabor6 el protocolo de validacién en el cual se establecio el procedimiento,
parametros a evaluar y sus respectivas especificaciones, equipos y reactivos.
Se evaluaron los parametros: Linealidad del sistema, precision del sistema,
precision del método, precision intermedia, exactitud, y especificidad.
Posteriormente se elabord el reporte con los resultados obtenidos y el
certificado de validacion.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se concluyé que el método es seguro y
fiable para su utilizacién bajo las condiciones de uso reales del Laboratorio de
Control de Calidad del Laboratorio Farmacéutico Nacional.

Esta investigacion se desarrollo en base a lo establecido en el procedimiento
interno de validacion del Laboratorio Farmacéutico Nacional, la guia de
validacién del Organismo Salvadorefio de Acreditacion y la guia de validaciéon
editada por el colegio de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos de México. El
desarrollo completo de la propuesta de validacion fue llevada a cabo dentro de
las instalaciones del Laboratorio Farmacéutico Nacional en el periodo de
diciembre de 2016 a enero de 2017.
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1.0 INTRODUCCION

Los métodos utilizados en un laboratorio de analisis quimico deben de ser
evaluados y sometidos a pruebas para asegurarse de que producen unos
resultados validos y coherentes con el objetivo previsto, por lo que deben ser

validados.

La validacidbn es el proceso establecido para la obtenciébn de pruebas
documentadas, mediante estudios sistematicos de laboratorios y demostrativos,
gue un método de analisis sea lo suficientemente fiable y reproducible para la
obtencién del resultado previsto dentro de intervalos definidos. Este proceso
permite el conocimiento de las caracteristicas de funcionamiento del método y
proporciona un alto grado de confianza en el mismo y en los resultados
obtenidos al aplicarlo; El proceso a seguir debe de estar por escrito como
procedimiento normalizado de trabajo. Actualmente la validacion es un requisito
indispensable para los organismos regulatorios del pais, como la Direccion
Nacional de Medicamentos, que todos los métodos analiticos para el analisis de
medicamentos estén debidamente validados y correctamente documentados.
La importancia que tiene el evaluar el comportamiento de todos los métodos
analiticos oficiales y con mayor relevancia los no oficiales, es para asegurar la
obtencion datos confiables, y por consiguiente asegurar la calidad de todos los

productos farmacéuticos usados por los pacientes.

En el presente trabajo de investigacion realizé la propuesta de validacién del
método de cromatografia liquida de alta eficiencia para la cuantificacién de
cloranfenicol en el producto cloranfenicol colirio 0.25%, el cual es un producto
gue actualmente no posee un meétodo analitico validado; Se utilizaron 40
frascos de cloranfenicol colirio 0.25% de 15 mililitros cada uno. Los parametros
evaluados: Linealidad del sistema, precisién del sistema, precision del método,

precision intermedia, exactitud del método, y especificidad del método
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mostraron resultados satisfactorios cumpliendo las especificaciones
establecidas previamente en el protocolo de validacién, obteniéndose asi los
siguientes resultados: en la precision del sistema se obtuvo un coeficiente de
variacion de 0.18% para los tiempos de retencion, y de 0.23% para las areas
obtenidas; En la linealidad del sistema se obtuvo un coeficiente de
determinacion de 0.9998; Para la precision del método se obtuvo un coeficiente
de variacion de las concentraciones de las muestras de 1.37% y en la precision
intermedia fue de 1.01%, y un coeficiente de variacién global entre analista 1 y
analista 2 de 0.04%. En la exactitud del método se obtuvieron los promedios de
recobro para cada uno de los niveles 80%, 100% y 120% son 98.96%, 99.44%
y 99.77 respectivamente. Finalmente en la evaluacion del parametro
selectividad del método, no se encontrdé ninguna interferencia significativa por

parte de la matriz del producto.

La validacion del método analitico fue realizado en las instalaciones del
Laboratorio de Control de Calidad del Laboratorio Farmacéutico Nacional, en el
periodo de diciembre de 2016 a enero de 2017, tomando en cuenta el método
de valoracion descrito en la USP 38 para ser utilizado dentro del laboratorio de
control de calidad del Laboratorio Farmacéutico Nacional.
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2.0 OBJETIVOS.

2.1 OBJETIVO GENERAL

Proponer la validacion del método de cromatografia liquida de alta eficiencia para

la cuantificacion de cloranfenicol colirio.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

5.2.1 Elaborar el protocolo de validacion del método de cromatografia

liquida de alta eficiencia para la cuantificacion de cloranfenicol colirio.

5.2.2 Evaluar los parametros de desempefio del método analitico:
Linealidad del sistema, Precisién del sistema, precision del método,
precision intermedia, exactitud y selectividad.

5.2.3 Redactar el reporte y el certificado de validacién con sus respectivos

resultados y criterios de aceptacion.

5.2.4 Proporcionar toda la documentacion al Laboratorio Farmacéutico
Nacional, para que se acredite el proceso de validacion ante las

instituciones regulatorias.
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3.0 MARCO TEORICO

3.1 CLORANFENICOL

3.1.1 Definicion )

Este antibiético, originalmente aislado de un actinomiceto de la tierra
(Streptomyces venezuelae), es en la actualidad un producto de sintesis
guimica, cuya estructura se presenta en la Figura N° 1. Se encuentra disponible

para uso oral y topico (preparaciones oftalmoldgicas y dermatologicas).

OH OH
Cl
O.* HN
! e
0 0

Figura N° 1: Estructura de la molécula de cloranfenicol.

3.1.2 Obtencion ()

Se conoce que el cloranfenicol es el primer compuesto natural conocido que
contiene un grupo nitro o que deriva del acido dicloroacético. Su configuraciéon
estereoquimica es analoga a la de la (-)-norseudoefedrina y es el Unico de los

cuatro estereoisémeros relacionados que poseen actividad antibiotica.

Puede obtenerse del filtrado de cultivos de Streptomyces venezuelae por

extraccion con acetato de etilo. Si el extracto de carbdon posee abundante
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contenido de cloranfenicol, el antibiético puede cristalizarse del acetato de etilo
mediante dilucion con muchos volimenes de querosén. Hay varios métodos
sintéticos para la preparacion de cloranfenicol. Uno de los méas conocidos
comienza con p-nitroacetofenona y, después de su conversion en p-nitro-2-
aminoacetofenona, continua con los siguientes pasos: a) acetilacién del grupo
—NH,: b) reaccion con HCHO para introducir el grupo —CH,OH terminal; c)
reduccion con isopropéxido de aluminio para obtener una mezcla racémica de
las formas treo y eritro de p-NO,PhCH(OH)CH(NH,)CH,OH; d) aislamiento de
la forma racémica treo con resolucion de este compuesto mediante acido d-
camforsulfénico y e) condensacion del (-) enantiomorfo con dicloroacetato de

metilo.
3.1.3 Descripcion

Cristales finos en forma de agujas o laminas alargadas de color blanco a blanco
grisaceo o blanco amarillento; inodoro; sabor amargo intenso; pH (solucion
saturada) entre 4.5 y 7.5; relativamente estable en soluciones neutras o
moderadamente acidas pero se descompone con rapidez en soluciones

alcalinas; se funde entre 149y 153 °C: pK, 5.5.

3.1.4 Solubilidad ¢

Un gramo en alrededor de 400 mL de agua; completamente soluble en alcohol,

ligeramente soluble en éter o cloroformo.

3.1.5 Indicaciones terapéuticas ()

El cloranfenicol es un antibiético con un amplio espectro antibacteriano. Este
agente es eficaz para el tratamiento de diferentes infecciones por ricketsias,

como los tifus epidémico, murino y de los matorrales; la fiebre manchada de las
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montafias rocosas; la rickettosis varioliforme y la fiebre Q; infecciones por
clamidias, como psitacosis y linfogranuloma, y numerosas infecciones
provocadas por bacterias grampositivas Yy gramnegativas, incluidos
microorganismos anaerobios (sobre todo Bacteroides fragilis). Debido al riesgo
de manifestaciones toxicas severas, la administracion de cloranfenicol por via
sistémica debe limitarse a la terapéutica de infecciones muy graves que no
pueden tratarse con otros agentes. El cloranfenicol aun es el farmaco de
eleccion para el tratamiento de la fiebre tifoidea. Se utiliza en forma tdpica para
el tratamiento de infecciones superficiales de la conjuntiva y la blefaritis
causada por Escherichia coli, Haemophilus influenzae, Moraxella lacunata,
Staphylococcus aureus y Staphylococcus hemolyticus. El efecto toxico mas
temido es la lesién de la medula 6sea. Las alteraciones heméaticas mas graves
asociadas con el farmaco son trombocitopenia, granulocitopenia y anemia

aplasica, y estos trastornos fueron responsables de varios desenlaces fatales.

3.1.6 Efectos toxicos ()

En los neonatos el cloranfenicol puede provocar el sindrome gris, una cianosis
que a veces es fatal (el 40% de los casos) asociada con vomitos distencion
abdominal y deposiciones blandas de color verde, que se debe a la incapacidad
de metabolizar la droga por falta de la enzima glucoronil transferasa. En un
pequefio subgrupo de pacientes (sobre todo en nifios que reciben tratamiento
prolongado) induce atrofia 6ptica y ceguera.

El cloranfenicol también se asocié con algunos efectos indeseables de menor
envergadura, como euforia leve transitoria, rash y trastornos gastrointestinales;
Esta contraindicado en pacientes con antecedentes de sensibilizacion al

farmaco.
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3.2 PREPARACIONES OFTALMICAS ()
3.2.1 Definicion (y

Las soluciones oftalmicas son preparaciones estériles, libres de particulas
extrafias, que contienen uno o mas farmacos disueltos generalmente en agua y
cuya finalidad en la aplicaciébn tépica en los ojos, estable quimica y
biologicamente y no irritante a la cérnea. Es importante considerar la toxicidad
del farmaco, la isotonicidad, la elecciébn de los agentes amortiguadores vy

conservadores, la esterilizacion y envase apropiado.

3.2.2 Isotonicidad de las soluciones oftalmicas (»

Las soluciones oftalmicas deben ser isotonicas, viscosas, estériles y de
preferencia tener un pH cercano al del liquido lagrimal entre 7.0y 7.4.

La isotonicidad se logra agregando cloruro de sodio u otra sal en caso de existir
compatibilidad. EI liquido lagrimal tiene un valor de isotonicidad que
corresponde a una solucion al 0.9 por ciento de cloruro de sodio, idealmente
una solucion oftalmica deberd tener ese mismo valor de isotonicidad. Los
margenes considerados como no irritantes para el ojo, van de 0.6 a 0.2 por

ciento de cloruro de sodio.

Algunas soluciones oftalmicas son necesariamente hipertonicas para favorecer
la absorcion y proveer una adecuada concentracion de ingredientes activos

para una accion terapeéutica efectiva.
3.2.3 Viscosidad de las soluciones oftalmicas ()

El aumentar la viscosidad de las soluciones, reduce la posibilidad de que el

farmaco sea eliminado por el lagrimeo y por lo tanto aumenta el tiempo de
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contacto del farmaco con la cérnea, aumentando el efecto terapéutico del
producto.

Los derivados de la celulosa; metilcelulosa, carboximetilcelulosa,
hidroxipropilmetilcelulosa, en concentraciones que van desde 0.25 a 1.0 por

ciento son los agentes viscosantes comunmente usados.

Existen otras sustancias que pueden ser adicionadas a las soluciones
oftdlmicas como el etilendiaminoacetato disédico, utilizado como secuestrante
de iones y el polisorbato como tensioactivo para favorecer la solubilidad de

ciertos principios activos.

3.2.4 Esterilidad ()

La esterilidad es primordial para no agregar al ojo enfermo una nueva lesion
como seria una posible infeccién producida por una soluciéon oftalmica
contaminada. Lo ideal seria elaborar soluciones oftalmicas estériles en frascos
monodosis pero dados los problemas que esto acarrearia en el
acondicionamiento y el elevado costo de elaboracion, las preparaciones se
presentan en el mercado como multidosis y en este caso es imprescindible,
para asegurar su esterilidad durante todo el periodo de su vida util, el agregar

conservadores.

3.2.5 pH )

Para lograr un pH adecuado, en algunos casos se agregan algunas sustancias
amortiguadoras como el acetato de sodio y acido bérico que son soluciones
isotdnicas con capacidad amortiguadora mayor que la de los fosfatos y que
ademas disminuye notablemente la irritacion. Las soluciones Sorensen, son
también utilizadas como vehiculos en las soluciones oftalmicas, siendo éstas
una combinacion de sales de fosfatos monosoédico y disédico, que se hacen

isoténicas al agregar cloruro de sodio.
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3.2.6 Conservadores ()

Los conservadores no deben ser irritantes, ni toxicas al tejido ocular, a pesar de
un uso prolongado, deben ser compatibles con los demas componentes de la
formula y tener una alta actividad bactericida frente un amplio espectro de

microorganismos, y no deben interferir con los analisis propuestos.

3.3 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTO DESEMPENO
3.3.1 Definicion (3

El termino cromatografia liquida, segun se usa en los compendios, es sinbnimo
de cromatografia liquida de alta presién 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 movil liquida.
3.3.2 Fase estacionaria (3)

Las separaciones se logran por procesos de particién, adsorcién o intercambio
i6nico, segun el tipo de fase estacionaria usada. Las fases estacionarias mas
comunmente usadas son las de silice modificada o las microperlas de polimero.
Las microperlas se modifican agregando hidrocarburos de cadena larga. El tipo
de relleno especifico necesario para completar un andlisis se indica mediante la
designacion “L” en la monografia individual. A menudo, el tamafio de las

microperlas también se escribe en la monografia.

3.3.3 Columna cromatografica (3

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

dimensiones tipicas de la columna se incluyen en la monografia individual. Las
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monografias farmacopéicas no incluyen el nombre comercial de las columnas
apropiadas; esta omision evita la interpretacion de cualquier tipo de respaldo
para un producto de un proveedor y permite la adaptacién a cambios normales

en el mercado.

En los procedimientos de HPLC, se puede usar una guarda columna siempre
gue se cumplan los siguientes requisitos, a menos que se indique algo diferente
en la monografia individual: (a) la longitud de la guarda columna debe ser no
mayor de 15% de la longitud de la columna analitica, (b) el diametro interno
debe ser igual o0 menor que el de la columna analitica y (c) el material de relleno
debe ser el mismo que en la columna analitica (p.ej., silice) y contener la misma
fase ligada (p.ej., C18). En todo caso se deben cumplir los requisitos de aptitud
del sistema especificados en el procedimiento oficial con la guarda columna

instalada.
3.3.4 Fase movil (3

La fase mavil es un disolvente o mezcla de disolventes, segun se define en la

monografia individual.

3.3.5 Equipo HPLC 3,

Un cromatoégrafo de liquidos consta de un recipiente que contiene la fase movil,
una bomba para forzar el paso de la fase movil a través del sistema a alta
presion, un inyector para introducir la muestra en la fase movil, una columna
cromatografica, un detector y un dispositivo de recoleccion de datos, tal como

se ejemplifica en la Figura N° 2.
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Figura 2: Diagrama de flujo de un cromatégrafo liquido

de alto desempefio
3.3.6 Elucién en gradiente (3

Se denomina elucion en gradiente o programacion del disolvente a la técnica de
cambiar continuamente a la composicion del disolvente durante la
cromatografia. El perfil de elucién en gradiente se presenta en la monografia
individual como una tabla de gradientes, que se indica el tiempo y la

composicion proporcional de la fase movil en el tiempo indicado.

3.3.7 Procedimiento general de uso (3

a. Equilibrar la columna y el detector con la fase movil a la velocidad de
flujo especificada hasta obtener una sefial constante.

b. Inyectar una muestra a través del inyector o usar un muestreador
automatico.

c. Comenzar el programa de gradientes.

d. Registrar el cromatograma.

e. Analizar segun se indica en la monografia.
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3.4 VALIDACION DE METODOS ANALITICOS (3

La validacion es un procedimiento analitico que establece, mediante estudios
en laboratorio, que las caracteristicas de desempefio del procedimiento
cumplen los requisitos para las aplicaciones analiticas previstas. Las
caracteristicas de desempefio analitico habituales que deben considerarse en la
validacion de los tipos de procedimientos descritos, se indican en la tabla 1.
Dado que las opiniones pueden diferir respecto a la terminologia y al uso, cada
una de las caracteristicas de desempefio se definirA posteriormente en el
presente trabajo. Las definiciones hacen referencia a “resultados de las
pruebas”. La descripcion del procedimiento analitico debe definir cuales son los
resultados de las pruebas para el procedimiento. De acuerdo con ISO 5725-1Y
3534-1, un resultado de una prueba es “el valor de una caracteristica que se
obtiene al llevar a cabo un método de prueba especifico. EI método de prueba
deberia especificar que debe realizarse una o varias mediciones individuales, y
que su promedio, u otra funcion apropiada (tal como la mediana o la desviacién
estandar), debe informarse como el resultado de la prueba. Asimismo, puede
requerir que se apliquen correcciones estandar tales como correccion de los
volimenes de gas a temperatura y presion estandar. Por consiguiente, un
resultado de una prueba puede ser un resultado calculado a partir de diversos
valores observados. En el caso mas simple, el resultado de una prueba es en si
el valor observado. Aunque no necesariamente, un resultado de una prueba
también puede ser el valor final informable que se compararia con los criterios
de aceptacion de una especificacién. La validacion de métodos de propiedades
fisicas puede implicar la evaluacion de modelos quimiométricos. No obstante,
las caracteristicas analiticas tipicas usadas en la validacibn de métodos se

pueden aplicar a los métodos derivados del uso de modelos quimiométricos.



29

Cuadro N° 1: Caracteristicas analiticas tipicas utilizadas para la validacion de
métodos

Caracteristicas de desempefio analitico.

Exactitud

Precision

Especificidad

Limite de deteccion

Limite de cuantificaciéon

Linealidad

Intervalo

Robustez

Los efectos de las condiciones de procesamiento y el potencial de segregacion
de materiales deben considerarse durante la obtencion de una muestra

representativa que se usara en la validacion de procedimientos.

En el caso de procedimientos farmacopéicos, puede resultar necesaria una
nueva validacion en las siguientes circunstancias: una presentacion a la USP de
un procedimiento analitico revisado o utilizacion de un procedimiento general
establecido con un nuevo producto o materia prima (ver mas adelante en datos

requeridos para la validacién).

Los documentos de ICH aconsejan sobre la necesidad de realizar una nueva

validacion en las siguientes circunstancias:
-Cambio en la sintesis del farmaco
-Cambios en la composicién del producto farmacéutico
-Cambios en el procedimiento analitico.

La validacion de procedimientos farmacopéicos puede involucrar algunas o
todas las caracteristicas tipicas sugeridas que se usan en la validacién de
métodos segun se especifica en el Cuadro N° 1 y se categorizan mas adelante

por tipo de método analitico en el Cuadro N° 5.
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Se diferencian tres casos, en los que la dificultad de la validacibn aumenta del

primero al tercero:

1. Se trata de un método de ensayo estandarizado y normalizado, que se

aplica exactamente como esta descrito en la norma/procedimiento.

2. Se trata de una modificacion a un método de ensayo normalizado o cuando

se use un método proporcionado por el proveedor de un equipo o sistema

analitico.

3. Se trata de un método de ensayo desarrollado en el laboratorio y que no se

encuentra en normas u otras colecciones de métodos.

A continuacién se describe los requerimientos para cada uno de los casos

descritos anteriormente.

Cuadro N° 2: Alcance de la validacion para métodos analiticos normalizados.

Cuantificacion

Cuantificacién de Evaluacién de
. e de componentes e
Parametro Identificacion Y caracteristicas
componentes minoritarios o establecidas*
mayoritarios impurezas en
trazas
Selectividad/especificidad Si + + +
Estabilidad analitica de la + + + +
muestra
Linealidad del sistema No Si Si +
Linealidad del método No + + +
Rango No + + +
Exactitud No Si Si +
Repetibilidad No Si Si Si
Precision intermedia No Si Si Si
Reproducibilidad No ++ ++ ++
Limite de deteccion + No No No
Limite de cuantificaciéon No + + +
Robustez + + + +

+: Puede o no requerirse, dependiendo de la normativa de referencia o la naturaleza del analisis.
++: Dependerda de la disponibilidad de laboratorios.
*: En esta categoria se hace alusién a procesos previos a la cuantificacion (Ej.: disolucion).
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Cuadro N° 3: Alcance de la validacion para métodos analiticos no normalizados.

Cuantificaciéon

Cuantificacion de -,
Evaluacion de
. e de componentes o
Parametro Identificacion Lo caracteristicas
componentes minoritarios o .
L . establecidas
mayoritarios impurezas en
trazas
Selectividad/especificidad Si + + +
Estabilidad analitica de la + + + +
muestra
Linealidad del sistema No Si Si +
Linealidad del método No Si Si +
Rango No Si Si +
Exactitud No Si Si +
Repetibilidad No Si Si Si
Precisién intermedia No Si Si Si
Reproducibilidad No ++ ++ ++
Limite de deteccion + No No No
Limite de cuantificacion No + Si +
Robustez + + + +

+: Puede o no requerirse, dependiendo de la normativa de referencia o la naturaleza del andlisis.

++: Dependera de la disponibilidad de laboratorios.

*. En esta categoria se hace alusion a procesos previos a la cuantificacion (Ej.: disolucion).

Cuadro N° 4: Alcance de la validacion para métodos analiticos desarrollados.

Cuantificaciéon

Cuantificaciéon de Evaluacion de
. g de componentes -
Parametro Identificacion componentes minoritarios o caracteristicas
L . establecidas*
mayoritarios impurezas en
trazas
Selectividad/especificidad Si Si Si +
Estabilidad analitica de la Si Si Si +
muestra
Linealidad del sistema No Si Si +
Linealidad del método No Si Si +
Rango No Si Si +
Exactitud No Si Si +
Repetibilidad No Si Si Si
Precision intermedia No Si Si Si
Reproducibilidad No ++ ++ ++
Limite de deteccion Si No + No
Limite de cuantificacion No + Si +
Robustez + Si Si +

+: Puede o no requerirse, dependiendo de la normativa de referencia o la naturaleza del analisis.

++: Dependera de la disponibilidad de laboratorios.

*: En esta categoria se hace alusion a procesos previos a la cuantificacion (Ej.: disolucion).
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3.6 CARACTERISTICAS DE DESEMPENO ANALITICO 3)

3.6.1 Exactitud ®3)

La exactitud es un procedimiento analitico es la proximidad entre los resultados
de la prueba obtenidos mediante ese procedimiento y el valor verdadero. La
exactitud de un procedimiento analitico debe establecerse en todo su intervalo.

En la valoraciéon de un farmaco la exactitud puede determinarse mediante la
aplicacion del procedimiento analitico con respecto a un analito de pureza
conocido (ej: estandar de referencia), o comparando los resultados del
procedimiento con los de un segundo procedimiento bien caracterizado, cuya

exactitud se haya comprobado o definido.

En la valoracion de un farmaco de un producto formulado la exactitud puede
determinarse mediante la aplicacion del procedimiento analitico a mezclas
sintéticas de los componentes del producto farmacéutico al que se hayan
anadido cantidades conocidas del analito dentro del intervalo del procedimiento.
Si no resulta posible obtener muestras de todos los componentes del producto
farmacéutico, se pueden aceptar tanto el agregado de cantidades conocidas del
analito al producto farmacéutico como la comparacién de resultados con los de
un segundo procedimiento bien caracterizado cuya exactitud haya sido

comprobada o definida.

La exactitud se calcula como el porcentaje de recuperacion de la cantidad
valorada con respecto a la cantidad conocida de analito afiadida a la muestra, o
como la diferencia entre la media de la valoracion y el valor verdadero

aceptado, considerando los intervalos de confianza.

Los documentos del Consejo Internacional de Armonizacion (ICH) recomiendan
que se evalué la exactitud utilizando un minimo de nueve determinaciones

sobre un minimo de tres niveles de concentracion, cubriendo el intervalo
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especificado (es decir, tres concentraciones y tres determinaciones repetidas de

cada concentracion).

La evaluacion de la exactitud puede efectuarse de varias maneras, incluyendo
la evaluacién de la recuperacion del analito (porcentaje de recuperacion) en
todo el intervalo de la valoracion, o evaluando la linealidad de la relacion entre
las concentraciones estimadas y las reales. El criterio estadistico de preferencia
es que el intervalo de confianza para la pendiente sea cercano a 1. En ambos
casos el intervalo o la definicion de cercania deberad especificarse en el
protocolo de validacién. El criterio de aceptacion dependera de la valoracién, de
su variabilidad, y del producto. La exactitud de los métodos de propiedades
fisicas se puede evaluar a través del analisis de materiales de referencia
estandar o, alternativamente, se puede considerar la aptitud de las

metodologias mencionadas anteriormente para cada caso en particular.

3.6.2 Precision )

La precision de un procedimiento analitico es el grado de concordancia entre
los resultados de las pruebas individuales cuando se aplica el procedimiento
repetidamente a multiples muestreos de una muestra homogénea. La precision
de un procedimiento analitico habitualmente se expresa como la desviacion
estandar relativa (coeficiente de variacion) de una serie de mediciones. La
precisién puede ser una medida del grado de reproductibilidad o de repetibilidad
del procedimiento analitico en condiciones normales de operacién. En este
contexto, la reproducibilidad se refiere al uso del procedimiento analitico en
diferentes laboratorios, como por ejemplo en un estudio en colaboracion. La
precision intermedia (también conocida como tolerancia o fortaleza) expresa la
variacion dentro de un laboratorio, por ejemplo en diferentes dias, con

diferentes analistas o con equipos diferentes dentro del mismo laboratorio.
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La repetibilidad se refiere a la utilizacién del procedimiento analitico en un

laboratorio durante un periodo corto por el mismo analista con el mismo equipo.

La precision de un procedimiento analitico se determina mediante el analisis de
un namero suficiente de alicuotas de una muestra homogénea que permita
calcular estadisticamente estimaciones validas de la desviacion estandar o de
la desviacion estandar relativa (coeficiente de variacion). Los analisis en este
contexto son analisis independientes de muestras que se han llevado a cabo
mediante el procedimiento analitico completo, desde la preparacion de las

muestras hasta el resultado final de las pruebas.

Los documentos del Consejo Internacional de Armonizacion (ICH) recomiendan
gue se evalué la repetibilidad utilizando un minimo de nueve determinaciones
que cubran el intervalo especificado para el procedimiento (es decir, tres
concentraciones y tres determinaciones repetidas de cada concentracion) o
usando un minimo de seis determinaciones al 100% de la concentracién de

prueba.
3.6.3 Especificidad (3)

Los documentos del Consejo Internacional de Armonizacion (ICH) definen la
especificidad como la capacidad de evaluar de manera inequivoca el analito en
presencia de aquellos componentes cuya presencia resulta previsible, tales
como impurezas, productos de degradacién y componentes de la matriz. La
falta de especificidad de un procedimiento analitico individual puede
compensarse usando otros procedimientos analiticos complementarios. (Nota:
otras autoridades internacionales de reconocido prestigio como La Unién
Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IJUPAC) y La Asociacion de las
Comunidades Analiticas (AOAC) han preferido el término “selectividad”,

reservando “especificidad” para procedimientos que resulten completamente
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selectivos). Para las pruebas que se indican a continuacion, la definicién

anterior tiene las siguientes implicancias:

- Pruebas de identificacion: garantizan la identidad del analito.

- Pruebas de pureza: garantizan que todos los procedimientos analiticos
efectuados permiten declarar con exactitud el contenido de impurezas de un
analito (por ejemplo, pruebas de sustancias relacionadas, limite de metales
pesados, impurezas organicas volatiles).

- Valoraciones: proporcionan un resultado exacto, que permite una declaracion

exacta del contenido o potencia del analito en una muestra.

En analisis cualitativos (Pruebas de identificacion), debe demostrarse la
capacidad de distinguir compuestos de estructura estrechamente relacionada
cuya presencia resulta probable. Esta capacidad deberia confirmarse mediante
la obtencion de resultados positivos a partir de muestras que contengan el
analito (quizas mediante comparacion con un material de referencia conocido),
junto con resultados negativos de muestras que no contengan dicho analito, y
mediante la confirmacion de que no se obtiene una respuesta positiva de

materiales con estructura similar o estrechamente relacionada a la del analito.

En una valoracion, la demostracion de especificidad requiere evidencia de que
el procedimiento no resulta afectado por la presencia de impurezas o
excipientes. En la practica, esto no puede hacerse agregando al farmaco o
producto farmacéutico una cantidad conocida de excipientes o de impurezas en
concentraciones adecuadas, y demostrando que el resultado del analisis no

resulta afectado por la presencia de estos materiales extrafos.

Los documentos del Consejo Internacional de Armonizacion (ICH) afirman que
cuando se utilizan procedimientos comatograficos, deberan presentarse
cromatogramas representativos para demostrar el grado de selectividad y los

picos deberan identificarse adecuadamente. Las pruebas de purezas de picos
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(ej: utilizando arreglo de diodos o espectrometria de masas) pueden resultar
Utiles para demostrar que el pico cromatografico del analito no puede atribuirse

a mas que un solo componente.
3.6.4 Limite de deteccion

El limite de detecciébn es una caracteristica de las pruebas de limite. Es la
cantidad minima de analito que puede detectarse en una muestra, aunque no
necesariamente cuantificarse, en las condiciones experimentales indicadas. Las
pruebas de limite simplemente comprueban que la cantidad de analito se
encuentra por encima o por debajo de un nivel determinado. El limite de
deteccion se expresa habitualmente como concentracion de analito (Ej:
porcentaje, partes por billon.) en la muestra.

Para procedimientos no instrumentales, el limite de deteccion se determina
generalmente mediante el analisis de muestras con concentraciones conocidas
de analito, estableciendo el nivel minimo del analito que puede detectarse

confiablemente.

Para procedimientos instrumentales se puede utilizar el mismo enfoque que
para procedimientos no instrumentales. En el caso de procedimientos
presentados para su consideracion como procedimientos farmacopéicos
oficiales, casi nunca es necesario determinar el limite de deteccion real. Mas
bien, debe demostrarse que el limite de deteccion es lo suficientemente bajo
mediante el analisis de muestras con concentraciones conocidas de analito
superiores o inferiores al nivel de deteccion requerido. Por ejemplo, si se
requiere detectar una impureza con una concentraciéon del 0.1%, deberia
demostrarse que el procedimiento detectara de modo confiable la impureza a

esa concentracion.

En el caso de procedimientos analiticos instrumentales que presentan un ruido

de fondo, los documentos del Consejo Internacional de Armonizacién (ICH)
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describen un enfoque usual, que consiste en comparar las sefales medidas a
partir de muestras con bajas concentraciones conocidas de analito las de
muestra blanco. Se establece la concentracibn minima a la que puede
detectarse confiablemente un analito. Las relaciones sefial-ruido habitualmente
aceptables son de 2:1 6 3:1. Otros enfoques dependen de la determinacion de
la pendiente de la curva de calibracion y la desviacion estdndar de las
respuestas. Independientemente del método utilizado, el limite de deteccion
deberia validarse posteriormente mediante el analisis de un niamero adecuado
de muestras preparadas al limite de deteccion o que se sabe que estan cerca

de dicho limite.
3.6.5 Limite de cuantificacion (3

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

Para procedimientos no instrumentales, el limite de cuantificacion se determina
habitualmente mediante el analisis de muestras con concentraciones conocidas
de analito, estableciendo el nivel minimo del analito que se puede determinar

con exactitud y precision aceptables.

Para procedimientos instrumentales, se puede utilizar el mismo enfoque que
para procedimientos no instrumentales. En el caso de procedimientos
presentados para su consideracion como procedimientos farmacopeicos
oficiales, casi nunca resulta necesario determinar el limite de cuantificacién real.

Mas bien debe demostrarse que el limite de cuantificacion es lo suficientemente
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bajo mediante el analisis de muestras con concentraciones conocidas de analito
superiores e inferiores al nivel de cuantificacion. Por ejemplo, si se requiere
analizar un analito a una concentracion de 0,1 mg por tableta, deberia
demostrarse que el procedimiento cuantificara de modo confiable el analito a

esa concentracion.

En el caso de procedimientos analiticos instrumentales que presentan ruido de
fondo, los documentos del Consejo Internacional de Armonizaciéon (ICH)
describen un enfoque comudn, que consiste en comparar las sefiales medidas a
partir de muestras con bajas concentraciones conocidas de analito con las de
muestras blanco. Se establece la concentracion minima a la que pueda
cuantificarse confiablemente un analito. Una relacion sefial-ruido habitualmente
aceptable es de 10:1. Otros enfoques dependen de la determinacion de la
pendiente de la curva de calibracion vy la desviacion estandar de las
respuestas. Independientemente del enfoque utilizado, el limite de
cuantificacion debera validarse posteriormente mediante el analisis de un
namero adecuado de muestras que se sepa que estan cerca del limite de

cuantificacion o fueron preparadas al limite de cuantificacion.
3.6.6 Linealidad e intervalo (3

La linealidad de un procedimiento analitico es su capacidad para obtener
resultados de prueba que sean proporcionales ya sea directamente, o por
medio de una transformacion matematica bien definida, a la concentracion de
analito en muestras dentro de un intervalo dado. En esta seccién, la “linealidad”
se refiere a la linealidad de la relacién entre la concentracién y la medida de
valoracion. En algunos casos, para lograr la linealidad, puede ser necesario
transformar la concentracion y/o la medida. (Notar que los factores de
correccién usados en el andlisis de regresion puede cambiar cuando se aplica
la transformacion.) Las transformaciones posibles pueden incluir el logaritmo, la

raiz cuadrada, o el reciproco, aunque otras transformaciones son aceptables. Si
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no se puede lograr la linealidad se puede utilizar un modelo no lineal. El
objetivo es obtener un modelo que describa con precision la relacion de
concentracién en funcion de la respuesta, ya sea lineal o no lineal.

El intervalo de un procedimiento analitico es la amplitud entre las
concentraciones inferior y superior del analito (incluyendo estos niveles) en la
cual se puede determinar al analito con un nivel adecuado de precision,
exactitud y linealidad utilizando el procedimiento segun se describe por escrito.
El intervalo se expresa normalmente en las mismas unidades que los resultados
de la prueba (ej.: porcentaje, partes por millon) obtenidos mediante el

procedimiento analitico.

La linealidad debe establecerse en el intervalo completo del procedimiento
analitico. Deberia establecerse inicialmente mediante examen visual de un
grafico de sefiales en funcion de la concentracion del analito contenido. Si
parece existir una relacion lineal, los resultados de la prueba deberian
establecerse mediante métodos estadisticos adecuados (ej.: mediante el
calculo de una linea de regresion por el método de los cuadrados minimos). Los
datos obtenidos a partir de la linea de regresion pueden ser Utiles para
proporcionar estimaciones matematicas del grado de linealidad. Se deberian
presentar el coeficiente de correlacion, la interseccion con el eje de ordenadas,

la pendiente de la linea de regresion y la suma de los cuadrados residuales.

El intervalo del procedimiento se valida verificando que el procedimiento
analitico proporciona precision, exactitud y linealidad aceptables cuando se
aplica a muestras que contienen el analito en los extremos del intervalo, al igual

que dentro del intervalo.

El Consejo Internacional de Armonizacion (ICH) recomienda que, para
establecer la linealidad, se utilicen normalmente un minimo de cinco
concentraciones. También recomienda que se consideren los intervalos

especificados minimos que se indican a continuacion:
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- Valoracion de un farmaco (o de un producto terminado): de 80% a 120% de
la concentracion de prueba.

- Determinacion de una impureza: de 50% a 120% del criterio de aceptacién.

- Para uniformidad del contenido: un minimo de 70% a 130% de la
concentracion de prueba, a no ser que se justifique un intervalo mas amplio o
mas apropiado, basandose en la naturaleza de la forma farmacéutica (ej.:
inhaladores de dosis fija).

- Para pruebas de disolucién: +20% por encima del intervalo especificado (ej.:
Si los criterios de aceptacion de un producto de liberacion controlada cubren
una region de 30% después de una hora, y hasta 90% después de 24 horas,

el intervalo valido seria de 10% a 110% de la cantidad declarada).

La definicion tradicional de linealidad, es decir, el establecimiento de una
relacion lineal o matematica entre la concentracion de la muestra y la respuesta,
no es aplicable al analisis del tamafio de particula. Para el analisis de tamafio
de particula, se define un intervalo de concentracion (que depende del
instrumento y del tamafio de particula) tal que la distribucién de tamafio de
particula medida no se vea afectada por cambios en la concentracion dentro del
intervalo de concentracion definido. Las concentraciones por debajo del
intervalo de concentracion definido pueden introducir un error debido a una
pobre relacién sefial-ruido, mientras que las concentraciones que exceden el
intervalo de concentracién definido puede introducir un error debido a

dispersiones multiples.

3.6.7 Robustez

La robustez de un procedimiento analitico es una medida de su capacidad para
no ser afectado por variaciones pequefias, aunque deliberadas, en los
pardmetros del procedimiento indicados en la documentacion, y provee una
indicacion de su aptitud durante condiciones normales de uso. La robustez

puede determinarse durante la etapa de desarrollo del procedimiento analitico.
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3.6.8 Aptitud del sistema

Si las mediciones son susceptibles a variaciones en las condiciones analiticas,
estas deben controlarse adecuadamente o debe incluirse una advertencia en el
procedimiento. Una consecuencia de la evaluacion de la tolerancia y la robustez
deberia ser que se establezca una serie de parametros de aptitud del sistema
para asegurar que la validez del procedimiento analitico se mantiene cada vez
gue se usa. Variaciones tipicas son la estabilidad de soluciones analiticas,
diferentes equipos y diferentes analistas. En la cromatografia de liquidos, las
variaciones habituales son el pH de la fase movil, la composicion de la fase
movil, diferentes lotes o proveedores de columnas, la temperatura y la velocidad
de flujo. En el caso de cromatografia de gases, son variaciones tipicas los
diferentes lotes o proveedores de columnas la temperatura y la velocidad de
flujo. Las pruebas de aptitud del sistema se basan en el concepto de que el
equipo, el sistema electronico, las operaciones analiticas y las muestras a
analizar constituyen un sistema integral que puede evaluarse como tal. Los
parametros de prueba de la aptitud del sistema que deben establecerse para un
procedimiento especifico dependen del tipo de procedimiento que se esta
evaluando. Son especialmente importantes en el caso de procedimientos

cromatograficos.

3.7 DATOS REQUERIDOS PARA LA VALIDACION

Los requisitos de las pruebas farmacopéicas varian desde determinaciones
analiticas muy rigurosas hasta evaluaciones subjetivas de atributos.
Considerando esta amplia variedad, es légico que diferentes procedimientos de

prueba requieran diferentes esquemas de validacion.

En el presente trabajo se cubriran solo las categorias de prueba mas habituales
para las que se exigen datos de validacion. Estas categorias, segun la

Farmacopea de los Estados Unidos son las siguientes:
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- Categoria [|: procedimientos analiticos para la cuantificacibn de los
componentes principales de farmacos a granel o ingredientes activos

(incluyendo conservantes) en productos farmacéuticos terminados.

- Categoria Il: procedimiento analiticos para la determinacion de impurezas en
farmacos a granel o productos de degradacién de productos farmacéuticos
terminados. Estos procedimientos incluyen analisis cuantitativos y pruebas

limite.

- Categoria Ill: procedimientos analiticos para la determinacion de

caracteristicas de desempefio (Ej.: disolucion, liberacion de farmacos).

- Categoria IV: pruebas de identificacion

Para cada categoria, se requiere diferente informacion analitica. En el Cuadro
N° 5 se indican los datos que normalmente se requieren para cada una de las

siguientes categorias.

La validez de un procedimiento analitico puede verificarse solo mediante
estudios de laboratorio. Por lo tanto, la documentacién de la conclusion exitosa
de dichos estudios constituye un requisito basico para determinar si un
procedimiento es adecuado para sus aplicaciones previstas. Los
procedimientos farmacopéicos oficiales también estan sujetos a reglamentos
que requieren la demostracién de aptitud en las condiciones reales de uso.
Cualquier propuesta de procedimientos farmacopéicos analiticos nuevos o

revisados deben ir acompafiados de la documentacion adecuada.
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Cuadro N° 5: Datos requeridos para la validacion.

Caracteristicas Categorialll
de desgr_npeno Categoria | Analisis Pruebas Categoria lll | Categoria IV
analitico. . P
cuantitativos limite.
Exactitud Si Si * * No
Precision Si Si No Si No
Especificidad Si Si Si * Si
Limite de No No Si * No
detecciéon
Limite de No Si No * No
cuantificacion
Linealidad Si Si No * No
Intervalo Si Si * * No

*Pueden requerirse, dependiendo de la naturaleza de la prueba especifica.

3.8 VERIFICACION DE PROCEDIMIENTOS FARMACOPEICOS (3

La intencion de la verificacion de procedimientos farmacopéicos es proporcionar
informacion general sobre la verificacion de procedimientos farmacopéicos que
se llevan a cabo por primera vez para lograr resultados aceptables con el
personal, equipo y reactivos disponibles. De acuerdo a la validaciéon de
procedimientos farmacopéicos, tema el cual proporciona informacion general
sobre las caracteristicas que deben considerarse para las distintas categorias
de pruebas asi como también la documentacion que debe acompafiar a los
procedimientos analiticos presentados. La verificacion consiste en la evaluacion
de las caracteristicas de desempefio analiticas seleccionadas, como las que se
describen en la validacion de procedimientos farmacopéicos, para generar

datos relevantes y adecuados en vez de repetir el proceso de validacion.

Los usuarios de los procedimientos analiticos farmacopéicos no necesitan

validar estos procedimientos cuando los usan por primera vez en sus
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laboratorios, aunque deben establecer evidencias documentadas de aptitud en
las condiciones de uso reales. En los Estados Unidos, se establecié este
requisito en las reglamentaciones de buenas practicas de fabricacidén vigentes,
que declara que “se verificara la aptitud de todos los métodos de prueba usados

bajo las condiciones de uso reales.”
3.8.1 Proceso de verificacion ()

El proceso de verificacion de procedimientos de prueba farmacopéicos es la
evaluacion que sirve para determinar si el procedimiento puede ser utilizado
para su propoésito previsto, en las condiciones de uso reales para un farmaco
especifico y/o matriz de un producto farmacéutico determinado.

Los usuarios deben contar con la experiencia, conocimiento y capacitacion
adecuadas para entender y estar en condiciones de llevar a cabo los
procedimientos farmacopéicos, tal como fueron escritos. El usuario debe
realizar la verificacion de manera que los resultados proporcionen suficiente
confianza de que el procedimiento farmacopéico sera llevado a cabo con la

aptitud requerida.

Si la verificacion del procedimiento farmacopéico no es exitosa y la asistencia
del personal de la USP no logra solucionar el problema, se puede concluir que
posiblemente el procedimiento no sea apto para usar con el articulo que se esta
evaluando en el laboratorio. Quizas se requiera desarrollar y validar un
procedimiento alternativo, segun lo permitan las advertencias generales. Se
puede enviar el procedimiento alternativo a la USP, conjuntamente con los
datos adecuados, en apoyo de una propuesta para la inclusion o reemplazo del

procedimiento farmacopeéico vigente.
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3.8.2 Requisitos de verificacion )

Los requisitos de verificacion deben basarse en la evaluacion de la complejidad
tanto del procedimiento como del material al que se aplica el procedimiento. Si
bien para verificar la aptitud de un procedimiento en las condiciones de uso
reales no se requiere la revalidacion completa del método farmacopéico, para el
proceso de verificacibn se pueden usar algunas de las caracteristicas de
desempefio analitico que se enumeran en el capitulo de validacion de
procedimientos farmacopéicos, Cuadro N° 5. Solo hay que evaluar las
caracteristicas que se consideran adecuadas para la verificacion del
procedimiento especifico. El proceso mediante el cual se evalla la aptitud de un
procedimiento de prueba analitico farmacopéico puede requerir 0 no la
ejecucion, en condiciones reales, del procedimiento para cada una de las
caracteristicas de desempefio analitico. El grado y extension del proceso de
verificacion puede depender del nivel de formacion y experiencia del usuario,
del tipo de procedimiento y los equipos o instrumentos asociados, los pasos

especificos del procedimiento y el articulo en analisis.

La verificacién debe evaluar si el procedimiento farmacopéico es apto para el
farmaco y/o la matriz del producto farmacéutico, teniendo en cuenta la ruta de
sintesis del farmaco, el método de fabricacion del producto farmacéutico o
ambos, cuando corresponda. En la verificacion se deben evaluar diversos
elementos, tales como el efecto de la matriz sobre la recuperacién de
impurezas y farmacos desde la matriz de producto farmacéutico, la aptitud de
las columnas y condiciones cromatograficas, y la adecuada respuesta de la

sefnal del detector, entre otros.

Como ejemplo, la evaluacion de especificidad es un parametro clave en la
verificacion de que un procedimiento farmacopéico es apto para usar en la
valoracion de farmacos y productos farmacéuticos. Por ejemplo se puede
verificar la especificidad aceptable para un método cromatografico por
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conformidad con los requisitos de resolucion de aptitud del sistema (si se
especifican en el procedimiento). Sin embargo los farmacos de proveedores
distintos pueden tener perfiles de impurezas diferentes que no son
considerados por el procedimiento de prueba farmacopéico. De igual manera,
los excipientes en un producto farmacéutico pueden variar ampliamente entre
los fabricantes y tener el potencial para interferir en forma directa con el
procedimiento o causar la formacion de impurezas no consideradas en el
procedimiento farmacopéico. Ademas, los productos farmacéuticos que
contengan diferentes excipientes, antioxidantes, amortiguadores o material
extraible del envase, pueden afectar la recuperacion del farmaco a partir de la
matriz. En estos casos, puede requerirse una evaluacion mas profunda de los
efectos de la matriz para demostrar la aptitud del procedimiento para el farmaco
o producto farmacéutico especifico. Otras caracteristicas de desempefio
analitico, como la evaluacion del limite de deteccion o cuantificacion y precision
del procedimiento para impurezas pueden ser muy Utiles para demostrar la

aptitud del procedimiento farmacopéico en las condiciones de uso reales.
3.9 DOCUMENTACION

Las actividades de la validacion de un método analitico deben ser sustentadas
por los siguientes documentos: Protocolo, reporte y certificado;
a) Protocolo:

1. Titulo

2. Propdsito u Objetivo.

3. Responsabilidades.

4. Plan de prueba describiendo los parametros de desempefio que

permitan verificar la aplicacién analitica deseada.

o

Criterios de aceptacion para cada parametro.

Formato de registro de resultados.



b) Reporte:

1.

a » 0N

Titulo.
Resultados.

Andlisis de resultados.

Confrontacién contra los criterios de aceptacion.

Conclusion.

c) Certificado:

1.

o ~ wN

Resumen del protocolo de validacion.
Responsables.
Resumen de los resultados obtenidos.
Conclusiones.

Dictamen.

47

La documentacion debera estar ordenada y disponible, en responsabilidad del

area de calidad.



CAPITULO IV
DISENO METODOLOGICO
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IV. DISENO METODOLOGICO.

4.1 TIPO DE ESTUDIO

Prospectivo:

Exploratorio:

Experimental:

Los resultados obtenidos se podran utilizar para estudios
futuros, podrd servir como una guia para la validacion de
métodos analiticos similares o para su adaptacion a otros
métodos diferentes (Ultravioleta-visible, infrarrojo etc.)

Porque se pretende presentar una posible solucion a la
problemética presentada.

Porque se realizan ensayos en el laboratorio de control de
calidad del Laboratorio Farmacéutico Nacional para la
obtencion de datos y posteriormente darles tratamiento

estadistico.

4.2 INVESTIGACION BIBLIOGRAFICA.

La investigacion bibliogréfica se llevo a cabo en las siguientes bibliotecas:

El Salvador.

Internet.

Dr. Benjamin Orozco, Facultad de Quimica y Farmacia, Universidad de

Universidad Salvadorefna Alberto Masferrer.

Laboratorio Farmacéutico Nacional, San Salvador.
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4.3 PARTE EXPERIMENTAL

De acuerdo a la investigacion bibliografica realizada, y tomando en cuenta que
el método analitico a validar es farmacopéico y de acuerdo a lo estipulado en el
alcance de la validacion para métodos normalizados descrito en este trabajo,
asi como también en el apartado de la Farmacopea de los Estados Unidos 38,
verificacion de procedimientos farmacopéicos, y considerando que el equipo
HPLC se encuentra calibrado y calificado, se determind que los parametros de
validacién a evaluar para el método de cromatografia liquida de alta eficiencia
para la cuantificacién de cloranfenicol colirio 0.25% son: Linealidad del sistema,
Precision del sistema, Precision del método, Precision intermedia, Exactitud del
método y Selectividad del método; Para lo cual se utilizaron 40 frascos con
capacidad de 15 mL cada uno, los cuales fueron proporcionados por la bodega

de producto terminado del Laboratorio Farmacéutico Nacional.

4.3.1 Linealidad del sistema. (3

La linealidad se refiere a la relacion lineal, entre la concentracién y la medida de
la valoracién; Se realiza preparando 5 niveles de concentracion por triplicado
con sustancia de referencia (Estandar), por dilucién a partir de una solucion
concentrada. Se Incluye el intervalo de especificacién para el producto, que
para el caso es del 90.0% al 110.0%.

Procedimiento:

- Preparar por triplicado una solucion madre de estandar de cloranfenicol
base con una concentracion de 1.0 mg/mL en fase movil.

- A partir de esta solucion preparar por triplicado 5 niveles de concentracion
correspondiente a 80%, 90%, 100%, 110%, y 120% de la concentracion
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tedrica, segun el siguiente cuadro. Ver anexo N°1, preparacion de

soluciones para linealidad.

Cuadro N° 6. Niveles de concentracion con su respectiva

concentracion final.

Nivel de Concentracion final Concentracion final
concentracion Cloranfenicol (pg/mL) Cloranfenicol(mg/mL)
80% 80 pg/mL 0.08 mg/mL
90% 90 pg/mL 0.09 mg/mL
100% 100 pg/mL 0.10 mg/mL
110% 110 pg/mL 0.11 mg/mL
120% 120 pg/mL 0.12 mg/mL

Realizar de acuerdo al método de analisis, una determinacion de cada

solucién de estandar para cada una de las 3 series, de acuerdo a la

siguiente secuencia, solucion al 80%, 90%, 100%, 110% y 120%. Ver anexo

N° 3, método de analisis.

Célculos:

Calcular el valor de la pendiente (b;), la ordenada en el origen (bo), el

coeficiente de determinacion (r?) y el intervalo de confianza para la

pendiente (IC(b;)). Para todos los calculos se utilizar la herramienta de hoja

de célculo. Ver anexo N° 11, Formulas generales de calculo.

Especificacién:
r’>0.98

IC (by) no debe de incluir el cero.
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4.3.2 Precision del sistema. (3)

Evaluar el grado de dispersion obtenida al aplicar el método a una preparacion
de una solucién de estandar al 100% sin tratamiento adicional y realizar 6

inyecciones consecutivas.

Procedimiento:

- Preparar una solucion del estandar de cloranfenicol con una concentracién
final de 100 pug/mL equivalente al 100% de la concentracion tedrica. Ver
anexo N°1, preparacion de estandar al 100%.

- Realizar de acuerdo al método de analisis, 6 inyecciones consecutivas de 10
microlitros, de la misma solucion de estandar al 100%. Ver anexo N° 3,

método de andlisis.

Célculos:

- Evaluar su dispersion calculando el coeficiente de variacion de los tiempos
de retencion y coeficiente de variacion de las &reas obtenidas del pico de
cloranfenicol base. Para todos los calculos utilizar la herramienta de hoja de

calculo. Ver anexo N° 11, Formulas generales de calculo.

Especificacién:
- CV = 2.0% para respuestas analiticas

- CV =£1.0% para tiempos de retencion.
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4.3.3 Precision del método. (3

La precision de un meétodo analitico es el grado de concordancia de los
resultados de la prueba, cuando el procedimiento se aplica repetidamente a
multiples tomas de una muestra homogénea. La precision de un procedimiento
analitico generalmente se expresa como la desviacion estandar relativa
(coeficiente de variacion) de una serie de mediciones. Realizar las

determinaciones con 6 soluciones de estandar y 6 soluciones de prueba.

Procedimiento:

- Preparar una serie de 6 soluciones de estandar de cloranfenicol con una
concentracion final de 100 pg/mL equivalente al 100% de la concentracion
tedrica. Ver anexo N°1, preparacion de estandar al 100%.

- Preparar una serie de 6 soluciones de prueba a partir del producto de
solucion oftalmica de cloranfenicol, con una concentracion final de 100
pug/mL de cloranfenicol equivalente al 100% de la concentracion teérica. Ver
anexo N°1, preparaciéon de soluciones de prueba al 100%.

- Realizar de acuerdo al método de analisis, una determinacién de cada
solucion alternando estandar y muestra, comenzando con un estandar,

hasta terminar la serie. Ver anexo N° 3, método de analisis.

Célculos y analisis:

- Determinar el contenido quimico de cloranfenicol de cada una de las 6
muestras, con su respectivo estandar.

- Determinar el coeficiente de variacion de las respuestas de los estandares.
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- Determinar el coeficiente de variacion de la valoracion de las 6 muestras.
Para todos los calculos utilizar la herramienta de hoja de calculo. Ver anexo

N° 4, Formulas generales de célculo.

Especificacion:

- CV = 2.0% para respuestas de los estandares.

- CV =£2.0% para las concentraciones de la valoracion de las muestras.

4.3.4 Precision intermedia. ()

También conocida como tolerancia o fortaleza, expresa la variacion de los

resultados dentro de un laboratorio, es decir:

- Dias diferentes.
- Diferentes analistas.

- Equipos diferentes dentro del mismo laboratorio.

Esta prueba la realiza un segundo analista, utilizando como muestra el
mismo lote de producto terminado, bajo las condiciones anteriormente

mencionadas. Ver protocolo de validacion en cumplimiento de objetivos.

Procedimiento:

- Preparar una serie de 6 soluciones de estandar de cloranfenicol base con
una concentracion final de 100 pg/mL equivalente al 100% de la

concentracién tedrica. Ver anexo N°1, preparacion de estandar al 100%.

- Preparar una serie de 6 soluciones de prueba a partir del producto de

solucion oftalmica de cloranfenicol con una concentracion final de 100 pg/mL



55

de cloranfenicol base equivalente al 100% de la concentracién tedrica. Ver
anexo N°1, preparacion de soluciones de prueba al 100%.

- Realizar de acuerdo al método de analisis, una determinacién de cada
solucion alternando estandar y muestra, comenzando con un estandar,

hasta terminar la serie. Ver anexo N° 3, método de andlisis.
Célculos y analisis:

- Determinar el contenido quimico de cloranfenicol base de cada una de las 6

muestras, con su respectivo estandar.

- Determinar el coeficiente de variacion de las respuestas de los estandares.

- Determinar el coeficiente de variacion de la valoracion de las 6 muestras.

- Determinar el coeficiente de variacion global de los promedios de las
respuestas de las muestras, los miligramos obtenidos y concentraciones de
las muestras, entre analista 1 y analista 2. Para todos los calculos utilizar la
herramienta de hoja de calculo. Ver anexo N° 11, Formulas generales de

calculo.
Especificacion:

- CV = 3.0% para promedios globales de las respuestas de las muestras, los
miligramos obtenidos y concentraciones de las muestras, entre analista 1 y

analista 2.

4.3.5 Exactitud. ()

La exactitud de un método analitico es la proximidad entre los resultados
obtenidos por ese método y el valor real. Representa el grado en que un
método analitico se ajusta al valor verdadero para todo propdsito practico.

En la valoracion de un farmaco, la exactitud puede determinarse mediante la

aplicacion del procedimiento analitico a placebos al que se le han afadido
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pequefias cantidades de principio activo. A partir de los resultados luego se
calcula como la exactitud como el porcentaje de analito recuperado por medio

de la valoracion.

Procedimiento:

- Preparar una serie de 3 soluciones de estandar de cloranfenicol base con
una concentracion final de 100 pg/mL equivalente al 100% de la
concentracién tedrica. Ver anexo N°1, preparacion de estandar al 100%.

- Preparar por triplicado las siguientes soluciones de prueba a partir del

producto de solucion oftalmica de cloranfenicol (9 en total).

Matriz + principio activo al 80%
Matriz + principio activo al 100%
Matriz + principio activo al 120%

Ver anexo N°1, preparacion de soluciones de prueba para exactitud del
método.

- Realizar de acuerdo al método de analisis, una determinacién de cada
solucion, de acuerdo a la siguiente secuencia. Ver anexo N° 3, método de

analisis.

Estandar 1

Muestra al 80%

Muestra al 100%

Muestra al 120%

Hasta terminar las 3 series.
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Célculos y analisis:

- Determinar para cada serie de muestras, con referencia a su estandar
respectivo, el porcentaje de recobro de la cantidad conocida del analito
agregado a la matriz y se comparo el valor real obtenido con el valor teérico
esperado, tomando en cuenta el nivel de porcentaje utilizado.

- Determinar el coeficiente de correlacion de los datos obtenidos en la
regresion. Para todos los calculos utilizar la herramienta de hoja de célculo.

Ver anexo N° 11, Formulas generales de célculo.

Especificacion:

- Porcentaje de recobro del 98.0% al 102.0% para métodos cromatograficos.
- Coeficiente de correlacion de la regresion = 0.98%.

- CV = 2.0% para cada serie de muestras por nivel de concentracion.

4.3.6 Selectividad o especificidad. ()

La especificidad es una medida del grado (o ausencia) de interferencia de
sustancias debidas a la matriz o placebo y al solvente con respecto al analito de

interés.

Procedimiento:

- Preparar una solucion del estandar de cloranfenicol base con una
concentracion final de 100 pg/mL equivalente al 100% de la concentracion
tedrica. Ver anexo N°1, preparacion de estandar al 100%.

- Preparar una solucién de prueba a partir del producto de solucién oftalmica
de cloranfenicol con una concentracion final de 100 pg/mL de cloranfenicol
base equivalente al 100% de la concentracion teorica. Ver anexo N°1,

preparacion de solucion de prueba al 100%.
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Preparar una solucién con matriz del producto, con una cantidad equivalente
de matriz a la de la muestra. Ver anexo N°1, preparacion de solucion con
matriz del producto.

Realizar de acuerdo al método de analisis, una determinacion de cada

solucion. Ver anexo N° 3, método de andlisis.

Célculos y anélisis:

Evaluar la probable interferencia debido al placebo y obtuvieron los

respectivos cromatogramas de estandar, muestra y placebo.

Especificacion:

No debe de existir interferencia significativa por parte de los componentes

de la matriz.



CAPITULO V
RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS
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5.0 RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

5.1 Elaboracién de protocolo de validacion

Se elabord un protocolo de validacion el que incluye un encabezado en todas
las paginas que contiene el nombre del documento, que para el caso es:

Protocolo de validacion de métodos analiticos.

También contiene el niumero de edicion, la fecha de vigencia, y el nimero
correlativo de péagina con el total, evitando con esto la modificacibn no
autorizada del documento. A continuacion posee el nombre del producto y un
namero genérico codificado de protocolo, llevando un control de todos los

protocolos autorizados dentro del laboratorio.

La portada contiene nombre y firma de quien lo elaboré y autorizo.
Posteriormente contiene un indice, una introduccién, el objetivo, el fundamento
de la validacién o antecedentes, la evaluacion de riesgos y los equipos que se

utilizaron en la validacion, incluida la fecha de ultima calibracién de cada uno.

También establece los parametros de validacion a evaluar, con el
procedimiento, calculos y especificaciones requeridos en cada uno de los

parametros.

Se incluye ademas un esquema resumen de los parametros de validacion; Asi
como los materiales y reactivos a utilizar, finalmente la bibliografia utilizada para

su redaccion.

A continuacion se presenta la propuesta del protocolo de validacion del método
de cromatografia liquida de alta eficiencia para la cuantificacion de cloranfenicol

colirio.
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PROTOCOLO DE VALIDACION DE METODOS
ANALITICOS.

Vigente a partir de:
Edicion: 01 Noviembre 2016 Pagina 1 de 19

Nombre del producto: Cloranfenicol colirio 0.25%

Cédigo de protocolo:  PT0001-01

Elaborado por:

Firma:

Nombre: Oscar Lopez
Cargo: Quimico Analista
Fecha: Noviembre 2016

Autorizado por:

Firma:

Nombre: Lic. Eliseo Ayala
Cargo: Asesor

Fecha: Noviembre 2016
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PROTOCOLO DE VALIDACION DE METODOS
ANALITICOS.

Vigente a partir de:
Edicién: 01 Noviembre 2016

Pagina 2 de 19

Nombre del producto: Cloranfenicol colirio 0.25%

Cdédigo de protocolo:  PT0001-01

INDICE:

. Introduccion.

[ERN

2. Objetivo.
3. Fundamento de validacion o antecedentes.
4. Evaluacion de riesgos.

5. Equipos a utilizar.

6. Parametros a evaluar para la validacion del método analitico farmacopéico.

7. Esquema de validacion del método analitico farmacopéico.
8. Materiales y reactivos.

9. Bibliografia.
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PROTOCOLO DE VALIDACION DE METODOS
ANALITICOS.

Vigente a partir de:
Edicion: 01 Noviembre 2016 Pagina 3 de 19

Nombre del producto: Cloranfenicol colirio 0.25%

Cdédigo de protocolo:  PT0001-01

1. INTRODUCCION

De acuerdo a lo descrito en el apartado <1226> de la USP 38, los métodos
analiticos oficiales o farmacopéicos no requieren ser validados
completamente, por ello, debe de realizar una verificacion documentada,
para dejar una constancia que el método analitico funciona correctamente en
el laboratorio donde se utilizar4. ElI proceso de verificacion de métodos
analiticos farmacopéicos es la evaluacion que sirve para determinar si el
método puede ser utilizado para su propdsito previsto, en las condiciones de
uso reales; Lo que permite una obtencion exhaustiva de pruebas
demostrativas que estan debidamente documentadas, en donde, un método
analitico farmacopéico debe ser lo suficientemente fiable como para poder

reproducir el resultado previsto en las condiciones de uso reales.

2. OBJETIVO.
Establecer la evidencia documentada de la verificacion del método analitico
farmacopéico para la valoracion de contenido de cloranfenicol colirio 0.25%,
el cual debe ser capaz de producir consistentemente los mismos resultados,
demostrando que es apto para el activo y matriz del
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producto farmacéutico, en las condiciones reales de uso.

3. FUNDAMENTO DE VALIDACION O ANTECEDENTES.

Al realizar una verificacion de un método analitico farmacopéico, se requiere

el plantear ciertas ventajas que presenta su desarrollo:

- Establecer evidencias documentadas de la aptitud del método de analisis
farmacopéico en las condiciones de uso reales.

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

- Permitir un conocimiento profundo de sus caracteristicas de

funcionamiento.

4. EVALUACION DE RIESGOS.
En la verificacion del método analitico farmacopéico de la valoracion de
contenido de cloranfenicol colirio 0.25%, se tomaran en cuenta ciertos
factores como las condiciones de temperatura en el area de analisis y el

efecto de la matriz sobre la recuperacion del farmaco.

5. EQUIPOS A UTILIZAR.
Los equipos a utilizar para la verificacion del método analitico farmacopéico

para la valoracion de cloranfenicol colirio 0.25%, son los siguientes:
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-Balanza analitica.

Marca: Sartorius

Modelo: Quintix 224-1S

Fecha de ultima calibracion: 08/01/16

-Balanza analitica.

Marca: Mettler Toledo

Modelo: AG204-S

Fecha de ultima calibracion: 07/03/16

-Cromatdgrafo liguido de alto desempefio (HPLC).
Marca: Thermo Scientific

Modelo: Dionex ultimate 3000

Fecha de ultima calibracion: 07/01/16

-Cromatografo liguido de alto desempefio (HPCL).
Marca: Shimadzu

Modelo: Prominence 20A

Fecha de ultima calibracion: 18/01/16
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6. PARAMETROS A EVALUAR PARA LA VALIDACION DEL METODO
ANALITICO FARMACOPEICO.

Linealidad del sistema.

La linealidad se refiere a la relacion lineal, entre la concentracion y la medida

de la valoracién; Se realiza Preparando 5 niveles de concentracion por

triplicado con sustancia de referencia (Estandar), ya sea por dilucién a partir

de una solucion concentrada, 6 por pesadas independientes cuando no sea

posible por dilucion. Incluir el intervalo de especificacion, que para el caso
seré del 90.0% al 110.0%.

Procedimiento:

- Preparar por triplicado una solucion madre de estandar de cloranfenicol

base con una concentracion de 1.0mg/mL en fase mdvil.

- A partir de esta solucion preparar por triplicado 5 niveles de concentracién
correspondiente a 80%, 90%, 100%, 110%, y 120% de la concentracion

tedrica, segun el Cuadro N° 2. Ver anexo N°1, preparacion de soluciones

para linealidad.
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Cuadro N° 6. Niveles de concentracion con su respectiva

concentracion final.

Nivel de Concentracion final Concentracion final
concentracion Cloranfenicol (pug/mL) Cloranfenicol(mg/mL)
80% 80 pg/mL 0.08 mg/mL
90% 90 pg/mL 0.09 mg/mL
100% 100 pg/mL 0.10 mg/mL
110% 110 pg/mL 0.11 mg/mL
120% 120 pg/mL 0.12 mg/mL

- Realizar de acuerdo al método de analisis, una determinaciéon de cada
solucién de estandar para cada una de las 3 series, de acuerdo a la

siguiente secuencia. Ver anexo N° 3, método de analisis.

1) Solucién al 80%
2) Solucion al 90%
3) Solucion al 100%
4) Solucion al 110%
5) Solucion al 120%




68

PROTOCOLO DE VALIDACION DE METODOS
ANALITICOS.

Vigente a partir de:
Edicion: 01 Noviembre 2016 Pagina 8 de 19

Nombre del producto: Cloranfenicol colirio 0.25%

Cddigo de protocolo:  PT0001-01

Célculos:

- Calcular el valor de la pendiente (b;), la ordenada en el origen (bo), el
coeficiente de determinacién (r?) y el intervalo de confianza para la
pendiente (IC(b;)). Si el método presenta un ajuste distinto a la linea recta,
utilizar la estadistica apropiada y justificarla. Ver anexo N° 11, férmulas

generales de calculo.

Especificacion:
r’>0.98

IC (b1) no debe de incluir el cero.

Precision del sistema.
Evaluar el grado de dispersion obtenida al aplicar el método a una
preparacion de una solucion de estandar al 100% sin tratamiento adicional y

realizar 6 inyecciones consecutivas.
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Procedimiento:

- Preparar una solucion del estandar de cloranfenicol con una concentracion

final de 100 pg/mL equivalente al 100% de la concentracion teorica. Ver

anexo N°1, preparacion de estandar al 100%.

- Realizar de acuerdo al método de analisis, (Ver anexo N°3, método de

analisis), 6 inyecciones consecutivas de 10 microlitros, de la misma

solucién de estandar al 100%. Ver anexo N° 3, método de analisis.

Célculos:

- Evaluar su dispersion calculando el coeficiente de variacion de los tiempos

de retencion y coeficiente de variacion de las areas obtenidas del pico de

cloranfenicol base. Ver anexo N° 11, formulas de calculo.

Especificacion:

CV = 2.0% para respue

stas analiticas

CV £ 1.0% para tiempos de retencion.

Precisién del método.

La precision de un método analitico es el grado de concordancia de los

resultados de la prueba, cuando el procedimiento se aplica
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repetidamente a mdltiples tomas de una muestra homogénea. La precision
de un procedimiento analitico generalmente se expresa como la desviacion
estandar relativa (coeficiente de variacion) de una serie de mediciones. Las
determinaciones se realizan con 6 soluciones de estandar y 6 soluciones de

prueba.

Procedimiento:

- Preparar una serie de 6 soluciones de estandar de cloranfenicol con una
concentracién final de 100 pg/mL equivalente al 100% de la concentracion
tedrica. Ver anexo N°1, preparacion de estandar al 100%.

- Preparar una serie de 6 soluciones de prueba a partir del producto de
solucién oftalmica de cloranfenicol, con una concentracion final de 100
png/mL de cloranfenicol equivalente al 100% de la concentracién tedrica. Ver
anexo N°1, preparacion de soluciones de prueba al 100%.

- Realizar de acuerdo al método de andlisis, una determinacion de cada
solucién alternando estdndar y muestra, comenzando con un estandar,

hasta terminar la serie. Ver anexo N° 3, método de analisis.




71

PROTOCOLO DE VALIDACION DE METODOS
ANALITICOS.

Vigente a partir de:
Edicion: 01 Noviembre 2016 Pagina 11 de 19

Nombre del producto:  Cloranfenicol colirio 0.25%

Cédigo de protocolo:  PT0001-01

Célculos y andlisis:

- Determinar el contenido quimico de cloranfenicol de cada una de las 6
muestras, con su respectivo estandar.

- Determinar el coeficiente de variacion de las respuestas de los estandares.

- Determinar el coeficiente de variacion de la valoracion de las 6 muestras.

Ver anexo N° 11, féormulas generales de calculo.

Especificacion:
CV < 2.0% para respuestas de los estandares.

CV £ 2.0% para las concentraciones de la valoracién de las muestras.

Precision intermedia.
También conocida como tolerancia o fortaleza, expresa la variacion de los

resultados dentro de un laboratorio, es decir:

- Dias diferentes.
- Diferentes analistas.

- Equipos diferentes dentro del mismo laboratorio.
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Esta prueba sera realizada por un segundo analista, utilizando como muestra
el mismo lote de producto terminado, bajo las condiciones anteriormente

mencionadas.

Procedimiento:

- Preparar una serie de 6 soluciones de estandar de cloranfenicol con una
concentracion final de 100 pg/mL equivalente al 100% de la concentracion
tedrica. Ver anexo N°1, preparacion de estandar al 100%.

- Preparar una serie de 6 soluciones de prueba a partir del producto de
solucion oftalmica de cloranfenicol con una concentracién final de 100
pg/mL de cloranfenicol base equivalente al 100% de la concentracion
tedrica. Ver anexo N°1, preparacion de soluciones de prueba al 100%.

- Realizar de acuerdo al método de analisis, una determinacion de cada
solucion alternando estandar y muestra, comenzando con un estandar,

hasta terminar la serie. Ver anexo N° 3, método de analisis.

Célculos y analisis:
- Determinar el contenido quimico de cloranfenicol de cada una de las 6

muestras, con su respectivo estandar.
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- Determinar el coeficiente de variacion de las respuestas de los estandares.

- Determinar el coeficiente de variacion de la valoracion de las 6 muestras.

- Determinar el coeficiente de variacion global de los promedios de las
respuestas de las muestras, los miligramos obtenidos y concentraciones de
las muestras, entre analista 1 y analista 2. Ver anexo N°11, férmulas de

calculo.

Especificacion:
CV = 3.0% para promedios globales de las respuestas de las muestras, los
miligramos obtenidos y concentraciones de las muestras, entre analista 1 y

analista 2.

Exactitud.
La exactitud de un método analitico es la proximidad entre los resultados

obtenidos por ese método y el valor real. Representa el grado en que un
método analitico se ajusta al valor verdadero para todo proposito practico.

En la valoracién de un farmaco, la exactitud puede determinarse mediante la
aplicacion del procedimiento analitico a placebos al que se le han afiadido
pequefias cantidades de principio activo. A partir de los resultados luego se
calcula como la exactitud como el porcentaje de analito recuperado por

medio de la valoracion.
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Procedimiento:

Preparar una serie de 3 soluciones de estandar de cloranfenicol base con
una concentracion final de 100 pg/mL equivalente al 100% de la

concentracién tedrica. Ver anexo N°1, preparacion de estandar al 100%.

Preparar por triplicado las siguientes soluciones de prueba a partir del

producto de solucion oftalmica de cloranfenicol (9 en total).

Matriz + principio activo al 80%
Matriz + principio activo al 100%
Matriz + principio activo al 120%

Ver anexo N°1, preparacion de soluciones de prueba para exactitud del
meétodo.

- Realizar de acuerdo al método de andlisis, una determinacién de cada
solucién, de acuerdo a la siguiente secuencia. Ver anexo N° 3, método de
analisis.

Estandar 1
Muestra al 80%
Muestra al 100%

Muestra al 120%
Hasta terminar las 3 series.
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Célculos y analisis:

- Determinar para cada serie de muestras, con referencia a su estandar

respectivo, el porcentaje de recobro de la cantidad conocida del analito

agregado a la matriz y comparar el valor real obtenido con el valor tedrico

esperado, tomando en cuenta el nivel de porcentaje utilizado.

- Determinar el coeficiente de correlacion de los datos obtenidos en la

regresion. Ver anexo N°11, férmulas de calculo.

Especificacion:

Coeficiente de correlacion de la regresion = 0.98%.

CV < 2.0% para cada serie de muestras por nivel de concentracion.

Porcentaje de recobro del 98.0% al 102.0% para métodos cromatograficos.

Selectividad o especificidad.
La especificidad es una medida del grado (o ausencia) de interferencia de

sustancias debidas a la matriz o placebo y al solvente con respecto al analito

de interés.

Procedimiento:

- Preparar una solucién del estandar de cloranfenicol base con una

concentracién final de 100 pg/mL equivalente al 100% de la concentracion

tedrica. Ver anexo N°1, preparacion de estandar al 100%.
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- Preparar una solucion de prueba a partir del producto de solucién oftalmica

de cloranfenicol con una concentracion final de 100 pg/mL de cloranfenicol

base equivalente al 100% de la concentracion tedrica. Ver anexo N°1,

preparacion de solucion de prueba al 100%.

- Preparar de manera similar a la solucion de prueba al 100%, una solucién

solamente con matriz o placebo, con una cantidad equivalente a la de la

muestra. Ver anexo N°1, preparacion de solucion de placebo.

- Realizar de acuerdo al método de andlisis, una determinacién de cada

solucién. Ver anexo N° 3, método de andlisis.

Célculos y analisis:

Evaluar la probable interferencia debido al placebo y obtener los respectivos

cromatogramas de estandar, muestra y placebo.

Especificacion:

No debe de existir interferencia significativa por parte de los componentes de

la matriz.
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7. CUADRO N° 7. ESQUEMA DE VALIDACION DEL METODO ANALITICO

FARMACOPEICO.

Pardmetro Determinacién Reporte
Concentraciones del
1. Linealidad estandar N° de Rango lineal.

del sistema Valoracién del farmaco determinaciones | Analisis de regresion que
80% 3 demuestre:
20% 3 —Coefic.ientt'a,d('a

. determinacion:

100% 3 r>098<1
110% 3 -Coeficiente de correlacion:
120% 3 r=0.98 < 1

2. Precision del
sistema

6 inyecciones consecutivas de una solucién del
estandar al 100%.

Coeficiente de variacién en
cuanto a:

-Area: <2.0%

-Tiempo de retencion:
<1.0%

3. Precision del
método

tedrica.

6 determinaciones:
Cada una consiste de un estandar y una
muestra preparada al 100% de la concentracién

Coeficientes de variacion
de:

-respuestas y factores de
respuesta: <2.0%
-Principios activos
(concentracion de
muestra):

<2.0%
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4. Exactitud Cantidades del analito, se afiaden a la matriz (al | -Porcentaje de recobro: del
100% de su peso establecido en el método para | 98.0% al 102.0%
valoracién para obtener niveles del 80%, 100%
y 120% de la concentracion tedrica de la -Coeficiente de variacion:
sustancia). <2.0%
La exactitud es expresada como un porcentaje
de la cantidad recuperada. -Coeficiente de correlacion:
Numero de determinaciones: 9 (3 por cada nivel | r=0.995
de concentracién)

5. precision Cada uno de dos analistas efectla la precisién Coeficiente de variacion

intermedia del método, utilizando como muestra el mismo global:

lote del producto terminado, en dos dias
diferentes y en equipos diferentes.

-principios activos: £3.0%
-Promedio total de datos:
(90.0% - 110.0%)

6. Especificidad

Evaluar la interferencia debida al placebo dentro
del tiempo de retencion del activo y obtener los
respectivos cromatogramas

No debe haber
interferencia

8. MATERIALES Y REACTIVOS.
Los materiales certificados a ser utilizados para la validacion del método

analitico farmacopéico para la valoracion de contenido de cloranfenicol colirio

0.25%, son los siguientes:
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- Balones volumétricos de 100.0 mL

- Balones volumétricos de 50.0 mL

- Balones volumétricos de 25.0 mL

- Pipetas volumétricas de 5.0 mL

- Bureta de 25.0 mL
- beaker de 250 mL

- Probeta de 1000 mL

- Kit de filtracién al vacio.

- Viales de 1.5 ml.

- Columna: Merck LiChospher 100 RP-18 endcapped 5um (125x4.6) mm

9. BIBLIOGRAFIA.

- Guia de validacién de métodos analiticos (Editada por el colegio nacional
de quimicos farmacéuticos bidlogos de México)
- Procedimiento interno del Laboratorio Farmacéutico Nacional, Validacién
de métodos analiticos.
- USP 38, Verificacion de procedimientos farmacopéicos <1226>
- USP 38, Validacion de métodos analiticos <1225>
- Validacion de métodos analiticos para la evaluacion de la calidad de los
medicamentos. Reglamento técnico centroamericano 11.03.39:06
COMIECO-XL, 2006
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5.2 RESULTADOS DE LA EVALUACION DE LOS PARAMETROS DE
DESEMPENO.

Se evaluaron todos los parametros de validacion, Linealidad del sistema,
Precision del sistema, Precision del método, Precision intermedia, Exactitud y
Selectividad; Se realizdé la evaluacién de los parametros de acuerdo a lo
especificado en el protocolo de validacion, tanto el procedimiento como los
criterios de aceptacion. Para la realizacion de la propuesta de validacion del
método de cromatografia liquida de alta eficiencia para la cuantificacion de
cloranfenicol colirio 0.25%, se tomé en cuenta el método analitico més reciente
gue se encontrd descrito en la Farmacopea de los Estados Unidos 38, y se
valido de acuerdo al procedimiento interno de validacion del Laboratorio
Farmacéutico Nacional. A continuacion se presentan los resultados para cada

pardmetro de validacion evaluado.
5.2.1 Determinacion de Linealidad del sistema.

En la evaluacion del pardmetro linealidad del sistema, se evalla la
proporcionalidad que existe entre la cantidad de analito versus la respuesta
instrumental obtenida en un intervalo definido. En el Cuadro N° 8 se presentan
las respuestas obtenidas y el coeficiente de variacion en cada nivel de

concentracion.

Cuadro N° 8. Resultados de la evaluacion del parametro Linealidad del

sistema.
Nivel de. . Respuestal | Respuesta 2 | Respuesta 3 | CV de las respuesta
concentraciéon
80% 22.803 22.910 22.837 0.24
90% 25.663 25.683 25.731 0.14
100% 28.489 28.559 28.571 0.16
110% 31.503 31.410 31.519 0.19
120% 34.313 34.210 34.257 0.15
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En el Cuadro N° 8 podemos ver que los coeficientes de variacion en cada nivel
de concentracion son menores a 1, lo cual es muy importante de tomar en
cuenta ya que nos esta indicando que existe repetibilidad en la prueba, que
tanto las soluciones fueron bien preparadas, como el equipo esta funcionando
correctamente. Con las respuestas obtenidas y las concentraciones finales
reales se realiz6 una regresion lineal con la ayuda de la herramienta de hoja de
calculo, obteniéndose la grafica y la ecuacion que siguié el comportamiento de

los datos.

Cuadro N° 9. Cuadro resumen de tratamiento de datos de la evaluacion
del parametro Linealidad del sistema

Porcentaje Concﬁ:qté%c]lf)n real Area. Factor de respuesta
80% 0.0802 22.803 0.00351708
80% 0.0802 22.910 0.00350065
80% 0.0802 22.837 0.00351184
90% 0.0902 25.663 0.00351479
90% 0.0902 25.683 0.00351205
90% 0.0902 25.731 0.00350550

100% 0.1002 28.489 0.00351715
100% 0.1002 28.559 0.00350853
100% 0.1002 28.571 0.00350705
110% 0.1102 31.503 0.00349808
110% 0.1102 31.410 0.00350844
110% 0.1102 31.519 0.00349630
120% 0.1202 34.313 0.00350305
120% 0.1202 34.210 0.00351359
120% 0.1202 34.257 0.00350877
X 0.00350819
CcVv 0.19

En la figura N° 3 se observa el comportamiento de la curva de los datos area
versus la concentracién de las soluciones en cada uno de los 5 niveles de

concentracién propuestos. Pero ademas de la grafica se necesita la estadistica
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de la regresién obtenida por el tratamiento de los datos en la herramienta Excel
la cual es presentada en el cuadro N° 10.

Curva de regresién ajustada

40.000 -

35000 | Y= 286.05x - 0.0983

30.000 -
25.000 -
®©
© 20.000 -
<<

15.000 -
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Concentracion mg/mL

Figura N° 3. Curva de regresion para los datos obtenidos en la
evaluacion del parametro linealidad del sistema.

En la evaluacion del pardmetro linealidad del sistema, una de las
especificaciones requeridas es que el coeficiente de determinacion sea mayor o
igual a 0.98 de acuerdo a lo especificado previamente en el protocolo de
validacion. El coeficiente de determinacion, en este sentido, nos esté indicando
gue entre mas se acerque su valor a 1, mas relacion habra entre el conjunto de
datos que componen la curva. El valor obtenido para el coeficiente de

determinacion de esta curva fue de 0.9998, cumpliendo la especificacion.

Otro parametro muy importante a considerar a partir de la gréfica es la
obtencion de la ecuacién que sigue la curva, la cual en este trabajo fue obtenida
en la hoja de calculo. Mientras la pendiente nos esta indicando el grado de
inclinacion de la curva 0 la proporcionalidad entre los valores de las variables

“X”y “Y”, el intercepto nos indica en que valor del eje “Y” es intercepta la curva.
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Segun lo estipulado en el protocolo de validacion, el intervalo de confianza de la
pendiente no debe incluir el cero. Matematicamente, un valor de pendiente igual
a cero, esta indicando que mientras “X” crece, “Y” se mantendra constante, por
lo cual no existird proporcionalidad alguna entre las variables. En el cuadro N°
10 se presentan los intervalos de confianza para la pendiente y el intercepto;
Podemos ver que en el intervalo de confianza para la pendiente obtenida no
esta incluido el cero, cumpliendo esta especificacion estipulada en el protocolo

de validacion.

Cuadro N° 10. Cuadro resumen de la estadistica de la regresion del
parametro linealidad del sistema

Estadistica de la regresion
Coeficiente de correlacion 0.999924367
Coeficiente de determinacion 0.999848739
Intervalos de confianza Inferior 95.0% Superior 95.0%
Intercepto -0.311670083 0.114983417
Pendiente 283.9418841 288.1581159

También se presenta el intervalo de confianza para el intercepto, que aunque
no se requiera especificaciéon de acuerdo al protocolo de validacién, sirve de
referencia adicional para conocer el comportamiento de la curva, en donde se
prefiere que se incluya el cero dentro del intervalo de confianza, indicando con

esto que la curva parte del origen cero.

De acuerdo al intervalo de confianza presentado en la tabla N° 10, podemos
ver que el cero esta incluido, concluyendo de esta manera que se tiene una

linealidad del sistema aceptable.
5.2.2 Determinacion de la Precision del sistema.

En la precision del sistema se realizan 6 inyecciones consecutivas de la

preparacion de un estandar obteniéndose el area y el tiempo de retencion de
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cada inyeccion. En el Cuadro N° 11 se presentan las areas y tiempos de

retencion de la evaluacion del parametro de validacion precision del sistema.

Cuadro N° 11. Areas y tiempos de retencion de la precision del

sistema.
N° de inyeccion Tiempo de retencién (Minutos) Area
1 3.527 28.453
2 3.530 28.393
3 3.537 28.440
4 3.527 28.501
5 3.518 28.586
6 3.525 28.498
X 3.527 28.478
CcvVv 0.18 0.23

Se puede observar que el coeficiente de variacion de los tiempos de retencién
es de 0.18%, el cual cumple la especificacidon del protocolo de validacién donde
se establece que debe ser menor a 1.0% para los tiempos de retencion,
mientras para las areas se establecio un coeficiente de variacion de menor o
igual al 2.0%, obteniéndose en el presente estudio un coeficiente de 0.23%,

cumpliendo también ésta especificacion.

Cumplidas ambas especificaciones para el parametro de validacion precision
del sistema, nos indica que el sistema instrumental constituido por los diferentes
mddulos que componen el Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiencia estan

trabajando efectivamente como un sistema.
5.2.3 Determinacién de la Precision del método

En la precision del método se esta evaluando la capacidad de repetibilidad
intraensayo que tiene el método al ser aplicado tanto a muestras como a
estandares sin verse alterado, alternando en el equipo preparaciones de 6

estandares y 6 muestras. En la cuadro N° 12 se presentan los datos obtenidos
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en la evaluacién del parametro de validacién precision del método junto con su

estadistica obtenida con la ayuda de la herramienta de hoja de calculo.

Cuadro N° 12. Datos obtenidos en la precision del método junto con su

estadistica.

< < Concentracion Concentracion

N° Arfaas de Areas de de estandares F,R de de muestras

estandares muestras estandares

(mg/mL) mg/mL %
1 28.531 27.531 0.1002 0.003511969 | 2.42 96.69
2 28.965 27.050 0.1002 0.003459347 | 2.34 93.58
3 28.650 27.557 0.1002 0.003497382 | 2.41 96.38
4 28.584 27.330 0.1002 0.003505458 | 2.40 95.80
5 28.546 27.619 0.1002 0.003510124 | 2.42 96.94
6 28.620 27.750 0.1002 0.003501048 | 2.43 97.15
X 28.649 27.473 0.1002 0.003497555 | 2.40 96.09
CVv 0.56 0.90 0.0 0.56 1.36 1.37

Primeramente observamos el coeficiente de variacion tanto para las areas de
los estdndares como para las areas de las muestras, los cuales son 0.56% y
0.90% respectivamente. La especificacion del coeficiente de variacion de las
respuestas de estdndares y muestras establecido en el protocolo de validacién
es gue debe ser menor o igual a 2.0%, cumpliendo esta especificacion de
acuerdo a los coeficientes de variacion obtenidos, de 0.56 para los estandares y
de 0.90 para las muestras.

El siguiente requerimiento establecido en el protocolo de validacion para la
evaluacion de este parametro de validacién es que el coeficiente de variaciéon
de la concentraciones de las muestras sea menor o igual a 2.0%. De acuerdo al
cuadro N° 12 los coeficientes de variacion obtenidos en las concentraciones de
las muestras fueron de 1.36% para los miligramos obtenidos por mililitro, y de
1.37% para los porcentajes sobre lo rotulado, cumpliendo con esto las
especificacion requerida para el cumplimiento de este parametro de validacion.
En este caso también se calcul6 el factor de respuesta de cada estandar, el
cual aunque no es requerido, sirve de parametro para evaluar el

comportamiento de la relacién entre la concentracion de cada estandar y la
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respuesta de cada uno. El coeficiente de variacion de los factores de respuesta
obtenido es bajo, lo cual indica que se tiene una relacion concentracion versus

respuesta muy buena.
5.2.4 Determinacion de la Exactitud.

En la exactitud del método se evalla el porcentaje de la cantidad afadida
versus la cantidad recuperada con la adicion de placebos enriquecidos con el
principio activo. En el cuadro N° 13 se presentan los datos obtenidos en la
evaluacion de éste parametro de validacion como un cuadro resumen.

Los porcentajes de recobro especificados en el protocolo de validacion tomando
en cuenta que es un método analitico cromatografico, es del 98.0% al 102.0%
de la cantidad afadida. Podemos ver en el cuadro N° 13 que en todos los
niveles de concentracion incluyendo los promedios se cumple la especificacion
previamente establecida en el protocolo de validacién. También se especifica
que los coeficientes de variacion de las respuestas en cada nivel de

concentracién sea menor o igual a 2.0% por ser un método cromatografico.

Cuadro N° 13. Cuadro resumen de las respuestas y porcentajes de recobro
obtenidos en la exactitud del método.

Muestra Respuesta Respuesta Respuesta CV de las
(respuestas) Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 respuestas.
80% 22.951 22.617 22.522 0.99
100% 28.969 28.298 28.310 1.35
120% 34.058 34.073 34.754 1.16

Muestra %Recuperado | %Recuperado | %Recuperado X %Recuperado
brecuperado uestra uestra uestra
% d M 1 M 2 M 3
80% 99.48 99.28 98.11 98.96
100% 100.40 99.32 98.61 99.44
120% 98.50 99.79 101.01 99.77
Estadistica de correlacion de datos
Coeficiente de correlacion 0.9982
Coeficiente de determinacién 0.9965
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Adicional también se realizé una regresion utilizando los datos de la exactitud

del método especificamente la cantidad afiadida como la concentracion real

final y la respuesta obtenida, evaluando con esto la correlacion de los datos

obtenidos. En el cuadro N° 14 se presenta un cuadro resumen de los datos

utilizados en la regresion.

Cuadro N° 14. Cantidad afiadida como concentracion final con su
respectiva respuesta en cada nivel de concentracion.

Porcentaje Concentracion final (Mg/mL) Area.
80% 0.0801 22.951
80% 0.0801 22.617
80% 0.0801 22.522
100% 0.1002 28.969
100% 0.1002 28.298
100% 0.1002 28.310
120% 0.1201 34.058
120% 0.1201 34.073
120% 0.1201 34.754

En la figura N° 4 se presenta la grafica obtenida con los datos de la exactitud

del método, en la cual se puede evidenciar el comportamiento de la curva.

40.000

30.000

20.000

Area

10.000

0.000

Curva de regresion ajustada

y =289.96x - 0.5287

T T

0 0.05 0.1
Concentracion final (mg/mL)

0.15

Figura N° 4. Curva de regresion para los datos obtenidos en la
evaluacion del parametro Exactitud del método.
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La especificacion establecida en el protocolo de validacion para la regresion de
la exactitud del método es que el coeficiente de correlacién sea mayor o igual a
0.98. En este caso se obtuvo un coeficiente de correlacion para la regresion de

0.99 cumpliendo la especificacidn requerida para la exactitud del método.

5.2.5 Determinacién de la Precisiéon intermedia.

En la precision intermedia se evalla la capacidad de repetibilidad interensayo
del método, realizado diferente dia, en diferente equipo y por un analista
diferente. En este caso primeramente hay que tener en cuenta que este
parametro es una segunda precision del método por lo tanto intrinsecamente
deben cumplirse las mismas especificaciones. En el cuadro N° 15 se presentan

los datos de igual manera que se hizo con la precision del método.

Cuadro N° 15. Datos obtenidos en la precision intermedia junto con su

estadistica

5 P Concentracion Concentraciéon

N° Argas de Areas de de estandares F,R de de muestras

estandares muestras estandares

(mg/mL) mg/mL %
1 28.530 27.510 0.1002 0.003512093 | 2.42 96.62
2 28.492 27.022 0.1002 0.003516777 | 2.38 95.03
3 28.704 27.525 0.1002 0.003490803 | 2.40 96.08
4 28.536 27.076 0.1002 0.003511354 | 2.38 95.07
5 28.747 27.484 0.1002 0.003485581 | 2.39 95.80
6 28.302 27.557 0.1002 0.003540386 | 2.44 97.56
X 28.552 27.362 0.1002 0.003509499 | 2.40 96.03
CV 0.56 0.89 0.0 0.56 1.00 1.01

Podemos ver que en efecto se cumplen todas las especificaciones como una
precision del método, las cuales son que el coeficiente de variacién de las
respuestas de estandares y muestras sean menor o igual a 2.0% al igual que

con las concentraciones de las muestras por ser un método cromatografico.
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En el cuadro N° 16 se presenta un consolidado de los datos de las muestras

obtenidos entre el analista 1 y analista 2, en el cual se puede observar una leve

diferencia entre los resultados obtenidos entre el analista 1 y el analista 2,

evidenciando que el método presenta una muy buena repetibilidad dentro del

mismo laboratorio realizado por diferente analista, en diferente dia y equipo.

Cuadro N° 16. Cuadro comparativo de datos en la entre analista 1 y analista 2

Analista 1/ Equipo 1/Dia 1 Analista 2 / Equipo 2 / Dia 2
N°® Areas de Concentracion de muestras | Areas de | Concentracion de muestras
Muestras Mg/mL % muestras mg/mL %
1 27.531 2.42 96.69 27.510 2.42 96.62
2 27.050 2.34 93.58 27.022 2.38 95.03
3 27.557 2.41 96.38 27.525 2.40 96.08
4 27.330 2.40 95.80 27.076 2.38 95.07
5 27.619 2.42 96.94 27.484 2.39 95.80
6 27.750 2.43 97.15 27.557 2.44 97.56
X 27.473 2.40 96.09 27.362 2.40 96.03
CV 0.90 1.36 1.37 0.89 1.00 1.01

En el Cuadro N° 17 se presenta el resumen de

respuestas y concentraciones promedio obtenidas

analistas.

la variacion global de las

por cada uno de los dos

Cuadro N° 17. Cuadro resumen de los coeficientes de variacion obtenidos

entre analista 1 y analista 2

Variacién global Respuesta mg/mL %
Analista 1 27.473 2.40 96.09
Analista 2 27.362 2.40 96.03

X global 27.418 2.40 96.06
CV global 0.29 0.0 0.04

La especificacion establecida en el protocolo de validacion para la precision

intermedia es que el coeficiente de variacion para las respuestas de las

muestras, los miligramos obtenidos y los porcentajes sobre lo rotulado entre

analista 1 y analista 2 sea menor o igual a 3.0. En el presente estudio de

precision intermedia se obtuvo un coeficiente de variacion de 0.29 para las

respuestas, de 0.00 para los miligramos obtenidos por mililitro y de 0.04 para
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los porcentajes sobre lo rotulado, con lo cual se cumple la especificacion

establecida para este parametro.

5.2.6 Determinacién de Selectividad o especificidad.

En el parametro de validacion especificidad se evalu6 el grado de interferencia
al analizar el principio activo en presencia de los componentes de la matriz.
Esta evaluacién se realiza sobreponiendo los cromatogramas en busca de
interferencias. En la Figura N° 3 se presentan los cromatogramas sobrepuestos
de las soluciones de muestra, matriz y estandar de que se prepararon para la
evaluacion de la selectividad del método; La especificacion establecida en el
protocolo de validacién para esta prueba es que no debe existir interferencia
significativa por parte de los componentes de la matriz. En el Cuadro N° 18 se

presentan las respuestas obtenidas de placebo, principio activo y producto.

Cuadro N° 18. Respuestas obtenidas en la evaluacién del
parametro de validacion Selectividad

Tipo de muestra Respuesta
Matriz (Placebo) 0.074
Estandar (Principio Activo) 29.606
Producto (Cloranfenicol colirio 0.25%) 27.762

Se puede observar en la figura N° 5 que la matriz (placebo) no presenta
ninguna interferencia en el analisis del principio activo cloranfenicol, el cual
posee un tiempo de retencién de 3.5 minutos. Cumpliendo con la especificacion
para la evaluacion de la selectividad del método. Sin embargo se encontré que
la matriz presenta un pico cercano al del pico del principio activo de

cloranfenicol, con un tiempo de retencién aproximado de 4.2 minutos, el cual
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aunque actualmente no interfirié en la validacion, podria interferir por ejemplo si
no se tiene cuidado en la preparacion exacta de las proporciones de la fase
movil o si se cambia el tipo de columna especificada en el método analitico

validado por otra diferente.

T 1 - Cloranfenicel Colirio 0.25% - Selectividad Cloranfenicol Celirio 0.25% - St1 Uv_VIS_1
% 2 - Cloranfenicol Colirio 0.25% - Selectividad Cloranfenicol Colirio 0.25% - Placebo 1 UV_VIS_1
238 & 3 - Cloranfenicel Colirio 0.25% - Selectividad Cloranfenicol Colirio 0.25% - Mx1 UV_VIS_1
mAU
2004 \ cleranfenicel - 27,762

150 |‘

|
100 M
|

50 ‘ Lﬁloranfenicol—EQ.BOG
I

o]0 | L —
|

-504

\llcloyanfenicol - 0.074
-

I

100

1504

2123
—_——mm mm  m

0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0 18.0 20.0

Figura N° 5. Cromatogramas sobrepuestos de muestra, placebo y estandar
respectivamente en forma descendente.

También se encontré6 un pico perteneciente a la matriz con un tiempo de
retencion aproximado de 15.9 minutos el cual también, aunque no interfirié con
la validacion realizada, podria hacerlo si se cambia el tiempo de corrida del
analisis y podria traslaparse en los cromatogramas dando lugar a interferencias.
En el Cuadro N° 19 se presenta un resumen de los resultados obtenidos en la
evaluacion de los pardmetros de validacién del método de cromatografia liquida

de alta eficiencia para la cuantificacién de cloranfenicol colirio 0.25%



92

Cuadro N° 19. Cuadro resumen de resultados obtenidos en la evaluacion de los

parametros de validaciéon

Parametro Especificacién Resultados csl?mrr)llg
- Rango lineal. - Rango lineal:
Analisis de regresion que demuestre: | (0.0802 — 0.1202) mg/mL
Linealidad |- Coeficiente de determinacién: - Coeficiente de determinacion: N
del sistema r=0.98 <1 r=0.9999
- Coeficiente de correlacion: - Coeficiente de correlacion:
rx=0.98<1 r=0.9998
Coeficiente de variacion en cuanto a: | - Areas:
Precision del | - Factor de respuesta : < 2.0 % cv = 0.23% N
sistema - Area: £2.0% - tiempo de retencion:
- Tiempo de retencion: < 1.0% cv= 0.18%
- Factor de respuesta:
Coeficiente de variacion de: cv =0.56%
- Respuestas y factores de respuesta: |- Area de estandares:
Precision del <2.0% cv =0.56% N
método - Concentracion del activo: - Area de muestras:
<2.0% cv =0.90%
- principio activo:
cv=137%
- Porcentaje de recobro: Porcentajes de recobros:
98.0% - 102.0% - 80 %: 99.68%,cv=0.33%
- coeficiente de variacion: - 100 %: 100.61%, cv =0.23 %
Exactitud del <2.0% - 120 %: 100.74%, cv = 0.36 % N
método - Coeficiente de determinacion:
r=0.98<1 - Coeficiente de determinacion:
- Coeficiente de correlacion: r=0.9998
r=0.98 <1 - Coeficiente de correlacion:
r=0.9997
Coeficiente de variacion global: Principio activo:
L, - principios activos: cv global = 0.04 %
_PreC|S|o_n <3.0% N
intermedia Promedio total de datos: Promedio global de datos:
90% — 110% 2.40 mg/mL ; 96.06 %
No debe existir interferencia .. .
. P S . No se encontré interferencia
Especificidad | significativa entre el principio activoy | .~~~ " . \
significativa
el placebo.
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5.3 ELABORACION DE REPORTE Y CERTIFICADO DE VALIDACION

Se redacto6 el reporte de validacion en el cual se incluyé una introduccion, los
resultados de la evaluacion de riesgos, los equipos que se utilizaron, un
esquema resumen del proceso que se llevo a cabo derivado del protocolo de
validacion, un cuadro de resultados conteniendo por cada parametro de
validacion realizado, la especificacién junto con el resultado obtenido y el

dictamen. A continuacién se presenta el reporte, certificado y técnica validada.
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REPORTE DE VALIDACION DE METODOS
ANALITICOS.
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Nombre del producto: Cloranfenicol colirio 0.25%
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Fecha: Febrero 2017

Autorizado por:
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Cargo: Asesor

Fecha: Febrero 2017
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REPORTE DE VALIDACION DE METODOS
ANALITICOS.

Vigente a partir de:
Edicion: 01 Febrero 2017 Pagina3de9

Nombre del producto: Cloranfenicol colirio 0.25%

Cddigo de protocolo:  PT0001-01

1. INTRODUCCION.

De acuerdo a lo descrito en el apartado <1226> de la USP 38, los métodos
analiticos oficiales o farmacopéicos no requieren ser validados
completamente, por ello, debe de realizar una verificacion documentada,
para dejar una constancia que el método analitico funciona correctamente en
el laboratorio donde se utilizara. ElI proceso de verificacion de métodos
analiticos farmacopéicos es la evaluacion que sirve para determinar si el
método puede ser utilizado para su proposito previsto, en las condiciones de
uso reales; lo que permite una obtencibn exhaustiva de pruebas
demostrativas que estan debidamente documentadas, en donde, un método
analitico farmacopéico debe ser lo suficientemente fiable como para poder
reproducir el resultado previsto en las condiciones de uso reales. Por lo que
se procedio a la validacion del método analitico farmacopéico cromatogréfico

para la valoracién de cloranfenicol colirio 0.25%.

2. RESULTADOS DE LA EVALUACION DE RIESGOS.

En la validacion del Método Cromatografico para la valoracion de
Cloranfenicol Colirio 0.25%, se tomaron en cuenta ciertos factores como las

condiciones de temperatura en el area de analisis y tiempo de preparacion
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REPORTE DE VALIDACION DE METODOS
ANALITICOS.

Vigente a partir de:
Edicién: 01 Febrero 2017 Pagina 4 de 9

Nombre del producto: Cloranfenicol colirio 0.25%

Cdédigo de protocolo:  PT0001-01

de la muestra, dichos factores no interfirieron en los resultados finales de la

validacion.

3. EQUIPOS UTILIZADOS.

Los equipos a utilizar para la verificacion del método analitico farmacopéico

para la valoracion de cloranfenicol colirio 0.25%, son los siguientes:

-Balanza analitica.

Marca: Sartorius

Modelo: Quintix 224-1S

Fecha de ultima calibracion: 08/01/16

-Balanza analitica.

Marca: Mettler Toledo

Modelo: AG204-S

Fecha de ultima calibracion: 07/03/16

-Cromatoégrafo liquido de alto desempefio (HPLC).
Marca: Thermo Scientific

Modelo: Dionex ultimate 3000

Fecha de ultima calibracion: 07/01/16
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REPORTE DE VALIDACION DE METODOS
ANALITICOS.

Edicion: 01

Vigente a partir de:
Febrero 2017

Paginab5de9

Nombre del producto:

Cloranfenicol colirio 0.25%

Codigo de protocolo:

PTO0001-01

-Cromatografo liquido de alto desempeiio (HPCL).

Marca: Shimadzu

Modelo: Prominence 20A
Fecha de ultima calibracion: 18/01/16

4. CUADRO N° 7. ESQUEMA DE VALIDACION DEL METODO ANALITICO

FARMACOPEICO.

Parametro Determinacion Reporte
Concentraciones del
1. Linealidad estandar N° de Rango lineal.
del sistema Valoracion del farmaco determinaciones | Analisis de regresion que
80% 3 demuestre:
90% 3 -Coeficiente de
determinacion:
0,
100% 3 r2098<1
110% 3 -Coeficiente de
120% 3 correlacion:
r=098<1

2. Precision del
sistema

6 inyecciones consecutivas de una solucién del
estandar al 100%.

Coeficiente de variacion
en cuanto a:

-Area: <2.0%

-Tiempo de retencion:
<1.0%
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REPORTE DE VALIDACION DE METODOS

ANALITICOS.

Edicion: 01

Febrero 2017

Vigente a partir de:

Pagina 6 de 9

Nombre del producto:

Cloranfenicol colirio 0.25%

Cédigo de protocolo:

PTO0001-01

3. Precision del

6 determinaciones:

Coeficientes de variacion

método Cada una consiste de un estandar y una de:
muestra preparada al 100% de la concentracion | -respuestas y factores de
tedrica. respuesta: <2.0%
-Principios activos
(concentracion de
muestra): <2.0%
4. Exactitud Cantidades del analito, se afiaden a la matriz (al | -Porcentaje de recobro:

100% de su peso establecido en el método para
valoracién para obtener niveles del 80%, 100%
y 120% de la concentracion tedrica de la
sustancia).

La exactitud es expresada como un porcentaje
de la cantidad recuperada.

Ndmero de determinaciones: 9 (3 por cada nivel
de concentracion)

del 98.0% al 102.0%

-Coeficiente de variacion:
<2.0%

-Coeficiente de
correlacioén:
r = 0.995

5. Precision
intermedia

Cada uno de dos analistas efectda la precision
del método, utilizando como muestra el mismo
lote del producto terminado, en dos dias
diferentes y en equipos diferentes.

Coeficiente de variacion
global:

-principios activos: <3.0%
-Promedio total de datos:
(90.0% - 110.0%)

6. Especificidad

Evaluar la interferencia debida al placebo dentro
del tiempo de retencion del activo y obtener los
respectivos cromatogramas.

No debe haber
interferencia
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REPORTE DE VALIDACION DE METODOS
ANALITICOS.

Edicion: 01

Vigente a partir de:
Febrero 2017

Pagina 7 de9

Nombre del producto:

Cloranfenicol colirio 0.25%

Cédigo de protocolo:

PTO001-01

5. CUADRO N° 20. RESULTADOS DE LA VALIDACION DEL METODO
ANALITICO CROMATOGRAFICO PARA LA CUANTIFICACION DE
CLORANFENICOL COLIRIO 0.25%.

. e, cumple
Parametro Especificacién Resultados si Ino
- Rango lineal. - Rango lineal:
Andlisis de regresién que demuestre: (0.0802 — 0.1202) mg/mL
Linealidad |- Coeficiente de determinacion: - Coeficiente de determinacion: N
del sistema r=098<1 r=0.9999
- Coeficiente de correlacion: - Coeficiente de correlacién:
r=098<1 r=0.9998
s Coeficiente de variacién en cuanto a: |~ Areas:
Precisién del A cv= 0.23%
) - Area: <2.0% , o \
sistema - Tiempo de retencion: < 1.0% - tiempo de retencién:
' ' cv= 0.18%
- Factor de respuesta:
Coeficiente de variacién de: cv =0.56%
- Respuestas y factores de respuesta: |- Area de estandares:
Precisién del <2.0% cv=0.56% N
método - Concentracion del activo: - Area de muestras:
<2.0% cv =0.90%

- principio activo:
cv=137%




REPORTE DE VALIDACION DE METODOS
ANALITICOS.

Edicion: 01

Vigente a partir de:
Febrero 2017

Nombre del producto:

Cloranfenicol colirio 0.25%

Cédigo de protocolo:

PTO001-01

Exactitud del

- Porcentaje de recobro:
98.0% - 102.0%

- coeficiente de variacion:
<2.0%

Porcentajes de recobros:

- 80 %: 99.68%, cv =0.33 %
- 100 %: 100.61%, cv = 0.23 %
- 120 %: 100.74%, cv = 0.36 %

método - Coeficiente de determinacion:
r=0.98 <1 - Coeficiente de determinacion:
- Coeficiente de correlacion: r =0.9998
r=0.98<1 - Coeficiente de correlacion:
r =0.9997
Coeficiente de variacion global: Principio activo:
. - principios activos: cv global = 0.04 %
.PI’eCISIOD <3.0%
intermedia Promedio total de datos: Promedio global de datos:
90% — 110% 2.40 mg/mL ; 96.06 %
. N_o d_gbe existr mterfer_enplz_:l : No se encontré interferencia
Especificidad | significativa entre el principio activo y

el placebo.

significativa

6. CONCLUSIONES Y DICTAMEN

Pagina 8 de 9

Cumplidas las especificaciones de las pruebas de Linealidad del sistema,

Precision del Sistema, Precision del Método, Precision Intermedia, Exactitud

del método y especificidad del método, queda establecido que el método

analitico Cromatografico para la Valoracién de Cloranfenicol colirio 0.25%,

funciona correctamente, en las condiciones reales de uso, cuando se aplica a
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REPORTE DE VALIDACION DE METODOS
ANALITICOS.

Vigente a partir de:
Edicion: 01 Febrero 2017 Pagina9de 9

Nombre del producto: Cloranfenicol colirio 0.25%

Cdédigo de protocolo:  PT0001-01

muestras que contienen el analito a concentraciones iguales a las
establecidas, por lo que, se concluye que éste método, queda VALIDADO y

es apto para ser utilizado en las condiciones reales de uso

7. BIBLIOGRAFIA

Guia de validacion de Meétodos Analiticos Fisicoquimicos del Organismo
Salvadorefio de Acreditacién

Guia de Validacion de Métodos Analiticos (editada por el Colegio Nacional de
Quimicos Farmacéuticos Bidlogos de México, equivalente a:

Guideline for industry: Text on Validation of Analytical Procedures, ICH-Q2A.
Procedimiento interno de Validacion de Métodos Analiticos, Laboratorio
Farmacéutico Nacional.

USP 38, Verificacion de Procedimientos Farmacopéicos <1226>

USP 38, Validacién de Métodos Analiticos <1225>

8. COMPLEMENTO

- Certificado de Validacion del Método Analitico Cromatogréfico para la
valoracion de Cloranfenicol colirio 0.25%.

- Técnica de Analisis validada para la valoracion de Cloranfenicol colirio
0.25%.
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CERTIFICADO DE VALIDACION DE METODOS
ANALITICOS.

Edicion: 01

Vigente a partir de:
Febrero 2017 Paginalde3

Nombre del producto:

Cloranfenicol colirio 0.25%

Cdédigo de protocolo:  PT0001-01

1. Resumen

La presente Validacion del Método Analitico Farmacopéico realizada, se

evaluaron los pardmetros: Linealidad del sistema, Precision de sistema,

Precision del método, Precision Intermedia, Exactitud del método y

Especificidad del método la cual se llevo a cabo con la finalidad de obtener

pruebas documentadas que demuestren que el método cromatografico de

andlisis utilizado para la Valoracion de Cloranfenicol colirio 0.25%, produce

resultados confiables.

2. Responsables

Lic. Eliseo Ayala.

Oscar Lopez

3. Cuadro N° 20. Resultados de la validacién del método analitico.

. e cumple
Pardmetro Especificacién Resultados si Tno
- Rango lineal. - Rango lineal:
Andlisis de regresién que demuestre: (0.0802 — 0.1202) mg/mL
Linealidad |- Coeficiente de determinacion: - Coeficiente de determinacion: N
del sistema r=0.98<1 r =0.9999

- Coeficiente de correlacion:
r=0.98<1

- Coeficiente de correlacién:
r=0.9998




CERTIFICADO DE VALIDACION DE METODOS
ANALITICOS.

Edicion: 01

Vigente a partir de:
Febrero 2017

Nombre del producto:

Cloranfenicol colirio 0.25%

Cdédigo de protocolo:  PT0001-01

o Coeficiente de variacion en cuanto a: | Areas:
Precision del | - Area: < 2.0% cv= 0.23%
) rea: <2.0% . o
sistema - Tiempo de retencion: < 1.0% - tiempo de retencién:
T cv= 0.18%
- Factor de respuesta:
Coeficiente de variacion de: cv =0.56%
- Respuestas y factores de respuesta: |- Area de estandares:
Precision del <2.0% cv =0.56%
método - Concentracién del activo: - Area de muestras:
<2.0% cv =0.90%
- principio activo:
cv=137%

- Porcentaje de recobro:
98.0% - 102.0%
- coeficiente de variacion:

Porcentajes de recobros:
- 80 %: 99.68%, cv =0.33 %
- 100 %: 100.61%, cv = 0.23 %

Exactitud del <2.0% - 120 %: 100.74%, cv = 0.36 %
método - Coeficiente de determinacion:
r=098<1 - Coeficiente de determinacion:
- Coeficiente de correlacion: r=0.9998
rz098<1 - Coeficiente de correlacién:
r=0.9997
Coeficiente de variacion global: Principio activo:
L - principios activos: cv global = 0.04 %
Precision o
. . <3.0%
intermedia

Promedio total de datos:
90% — 110%

Promedio global de datos:
2.40 mg/mL ; 96.06 %

Pagina 2 de 3
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CERTIFICADO DE VALIDACION DE METODOS
ANALITICOS.

Vigente a partir de:
Edicion: 01 Febrero 2017 Pagina 3 de 3

Nombre del producto: Cloranfenicol colirio 0.25%

Cédigo de protocolo:  PT0001-01

No debe existir interferencia
Especificidad | significativa entre el principio activo y
el placebo.

No se encontré interferencia N
significativa

4. Conclusion.
Cumplidas las especificaciones de las pruebas de Linealidad del sistema,

Precision del Sistema, Precision del Método, Precision Intermedia, Exactitud
del método y especificidad del método, queda establecido que el método
analitico Cromatogréfico para la Valoracion de Cloranfenicol colirio 0.25%,
funciona correctamente, en las condiciones reales de uso, cuando se aplica
a muestras que contienen el analito a concentraciones iguales a las
establecidas, por lo que, se concluye que éste método, queda VALIDADO y

es apto para ser utilizado en las condiciones reales de uso.

Elaborado por: Revisado por:

F. F.
Oscar Lopez. Lic. Eliseo Ayala.
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Método de analisis validado

Codigo: MAV-001

Edicion: 01

Vigente a partir de:
Febrero 2017

Paginaldeb

Nombre del producto: = Cloranfenicol colirio 0.25%

. Alcance:

El presente método de andlisis aplica para el producto registrado con el siguiente
nombre:

- Cloranfenicol Colirio 0.25%

Referencia bibliografica:
USP 38

Principio activo:
Cada 1 mL contiene:
Cloranfenicol.......ccceceveeienenns 2.5mg

Descripcion:
Liquido transparente incoloro ligeramente amarillo, inodoro, libre de particulas

extrafas.

Contenido Quimico Cloranfenicol Colirio 0.25%
5.1 Método: Cromatografia Liquida de alta eficiencia.

5.2 Sistema cromatografico:

Columna: C18 (L1), 5um, (125x4.6)mm
Longitud de onda: 280nm

Velocidad de flujo: 1.0 mL/min.

Volumen de inyeccion: 10 microlitros

Tiempo de corrida: 20 minutos

Temperatura del horno: 30°C

5.3 Preparacion de fase mévil: Mezclar agua grado HPLC, Metanol HPLC, Y acido
acético glacial en proporcion de (55:45:0.1) v/v respectivamente y
homogenizar. Filtrar al vacio por membrana de nylon de poro 0.45 um.
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Método de analisis validado

Codigo: MAV-001 Vigente a partir de:

Edicién: 01 Febrero 2017 Pagina2de5

Nombre del producto:  Cloranfenicol colirio 0.25%

5.4 Preparacion de solucion estandar:

a)

b)
C)
d)

e)

Pesar con exactitud y ajustado al 100% de su pureza, 25.0mg de
cloranfenicol base y agregarlos con cuidado a un balén volumétrico
de 50mL.

Agregar 30mL de fase movil y someter a agitacion mecanica durante
10 minutos a 450 rpm, posteriormente aforar con fase movil.

Tomar una alicuota de 5mL y transferirla a un balén de 25mL y aforar
con fase movil.

Filtrar la solucién mediante un filtro jeringa con tamafio de poro de
0.45 um y transferir a un vial de 1.5mL de capacidad.

Preparar por duplicado.

25.0mg Cloranfenicol base —&2nl> 50.0mL

5.0mL Faemvls, 25 OmL

Concentracion final = 100 pg/mL de cloranfenicol base

5.5 Preparacion de solucion muestra:

a)

b)

c)
d)

Tomar una alicuota de 20.0mL de solucion oftalmica de cloranfenicol
0.25%, con pipeta volumeétrica, equivalentes a 50.0 miligramos de
cloranfenicol base y agregarlos con cuidado a un balén volumétrico
de 100mL.

Agregar 30mL de fase movil y someter a agitacion mecanica durante
10 minutos a 450 rpm, posteriormente aforar con fase movil.

Tomar una alicuota de 5mL y transferirla a un balén de 25mL, aforar
con fase movil y homogenizar.

Filtrar la solucibn mediante un filtro jeringa con tamafio de poro de
0.45 pum y transferir a un vial de 1.5mL de capacidad, descartando los
primeros 5mL.



https://www.google.com.sv/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=7&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjrxI6ihtHMAhWL1h4KHVsBDykQFggvMAY&url=http%3A%2F%2Fwww.directindustry.es%2Fprod%2Fmerck-millipore%2Fproduct-31514-456844.html&usg=AFQjCNHETBVD5AGMbFCVY4rIoxA-ND9mag&bvm=bv.121658157,d.dmo
https://www.google.com.sv/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=7&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjrxI6ihtHMAhWL1h4KHVsBDykQFggvMAY&url=http%3A%2F%2Fwww.directindustry.es%2Fprod%2Fmerck-millipore%2Fproduct-31514-456844.html&usg=AFQjCNHETBVD5AGMbFCVY4rIoxA-ND9mag&bvm=bv.121658157,d.dmo
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Método de analisis validado

Cddigo: MAV-001 Vigente a partir de:

Edicion: 01 Febrero 2017 P4gina3de5

Nombre del producto: = Cloranfenicol colirio 0.25%

e) Preparar por triplicado
f) Filtrar fase movil mediante un filtro jeringa con tamafio de poro de
0.45 pm y transferir a un vial de 1.5mL, como blanco.

20.0ml De solucion oftalmica —2¢m™___ 5100.0mL

¥

5.0mL FEemviy 25 omL.

Concentracion final = 100 pg/mL de cloranfenicol base

5.6 Procedimiento:

a) Ambientar la columna cromatogréafica con fase movil durante 1 hora.

b) Cuando el sistema se haya equilibrado, realizar una inyeccion de la
solucion blanco.

c) Realizar cinco inyecciones de una de las soluciones de estandar y
verificar que el coeficiente de variacion de las areas del pico del
principio activo no sea mayor a 2.0%.

d) Realizar una inyeccién de cada uno de los dos estandares y calcular
el factor de correlacion, el cual debe estar entre 98.0% y 102.0%. En
caso de no estar en ese rango, preparar dos nuevas soluciones
estandar y repetir las inyecciones de ambos estandares.

e) Inyectar por separado en el cromatégrafo volimenes iguales de 10uL
de cada solucion estandar y muestra.

f) Registrar los cromatogramas y medir las respuestas de los picos
principales.



https://www.google.com.sv/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=7&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjrxI6ihtHMAhWL1h4KHVsBDykQFggvMAY&url=http%3A%2F%2Fwww.directindustry.es%2Fprod%2Fmerck-millipore%2Fproduct-31514-456844.html&usg=AFQjCNHETBVD5AGMbFCVY4rIoxA-ND9mag&bvm=bv.121658157,d.dmo
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Método de analisis validado

Cddigo: MAV-001 Vigente a partir de:

Edicion: 01 Febrero 2017 Pagina 4 de 5

Nombre del producto: = Cloranfenicol colirio 0.25%

5.7 Especificacion:
Contiene no menos del 90.0% y no mas del 110.0% de la cantidad

declarada de cloranfenicol base

5.8 Calculos y formulas:
Ajuste de pureza del estandar al 100%:

Peso tedrico del estandar — > %Pureza
X —> 100%

X = Cantidad a pesar de estandar

Factor de correlacion:
Fc = (A2 xW3) /(A1 xW3) x 100

Donde:

A;: Area del pico del activo en el cromatograma de la solucion estandar 1
A,: Area del pico del activo en el cromatograma de la solucion estandar 2
W : Peso del activo usado en la preparacion de la solucion estandar 1
W,: Peso del activo usado en la preparacion de la solucién estandar 2

Concentracién final del estandar y Factor de respuesta:

Cs = (Pstx pureza/100) /FD ; FR=Cg/Ag
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Método de analisis validado

Codigo: MAV-001

Edicion: 01

Vigente a partir de:
Febrero 2017

Pagina5de5

Nombre del producto: = Cloranfenicol colirio 0.25%

Donde:

C< : Concentracion del estandar.

P : Peso real del estandar.
Aq : Area del estandar.

FD : Factor de dilucion

FR : Factor de respuesta.

Concentracion de la muestra:

Cimx = Amx X FR X FDmx

Donde:

X %SR = C,x / 50 x 100

Cmx : Concentracion de la muestra en mg / 20 mL

Anx : Area de la muestra.
FR : Factor de respuesta.

FDmx : Factor de dilucion de la muestra.
%SR : Porcentaje sobre lo rotulado.

Elaborado por:

Revisado por:

F.

F.

Oscar Lopez.

Lic. Eliseo Ayala.
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VI. Conclusiones.

En la evaluacion del parametro de Linealidad del sistema se obtuvo un
coeficiente de determinacion de 0.99 el cual se encuentra dentro del
intervalo especificado en el protocolo de validacion de ser mayor o igual
a 0.98 y menor a 1.0, y el intervalo de confianza obtenido para la
pendiente no incluyé el cero. EI método es lineal en el intervalo de
concentracién de 0.0802 a 0.1202 mg/mL.

El equipo HPLC utilizado en la validacion funciona correctamente ya que
en la evaluacion de la precision del sistema se obtuvo un coeficiente
variacion de areas de 0.23% y de 0.18% para los tiempos de retencion
los cuales cumplen la especificacion de ser menor o igual a 2.0% para

areas y menor o igual a 1.0% para tiempos de retencion.

El método analitico para la cuantificacion de cloranfenicol demostro ser
exacto obteniéndose todos los porcentajes de recobro dentro de la
especificacion del 98.0% al 102.0%.

La matriz utilizada en la formulacion de cloranfenicol colirio 0.25% no
interfiere en la cuantificacion de su principio activo permitiendo que el

método analitico empleado sea selectivo.

El método analitico cromatogréfico para la cuantificacion de cloranfenicol
se validdé correctamente bajo las condiciones, equipos, reactivos y
analistas cumpliendo todas las especificaciones requeridas en el
protocolo de validacion y es apto para ser usado dentro del Laboratorio

de Control de Calidad del Laboratorio Farmacéutico Nacional



CAPITULO VII
RECOMENDACIONES
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VI. Recomendaciones
Al Laboratorio Farmacéutico Nacional se recomienda:

1. Que se utilice el método de analisis validado propuesto siguiendo todas

las indicaciones a cabalidad para la obtencion de resultados confiables.

2. Que se incluya en el procedimiento interno de validacion, la realizacion
del parametro Linealidad del sistema para métodos analiticos
normalizados incluyendo los proporcionados por la Farmacopea de los

Estados Unidos

3. Realizar una calificacion técnica a los analistas encargados de la
validacion de los métodos analiticos, la cual quede amparada en un

documento formal y anexado dentro de las validaciones realizadas.

4. Que el jefe del departamento de validacion realice una revision de las
especificaciones de cada parametro de validacion establecidas en el
procedimiento interno del Laboratorio Farmacéutico Nacional vy
actualizarlas, 6 adecuarlas a las condiciones de uso reales de nuestro

pais segun sea el caso.

5. Que se gestione un plan de calificacion propio de los equipos utilizados
tanto para la validacion de métodos analiticos, como los utilizados para

los andlisis de rutina del Laboratorio de Control de Calidad.
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ANEXO N° 1
PREPARACION DE SOLUCIONES Y REACTIVOS (3



PREPARACION DE FASE MOVIL:
Agua : Metanol : Acido acético glacial en proporcion: (550:450:1)

1.

Rotular adecuadamente un balén volumétrico de 1000mL como “Fase movil
para validacién de cloranfenicol colirio”, y llevarlo a la camara de extracciéon
de gases.

Medir con probeta exactamente 550mL de agua grado HPLC y agregarlos al
bal6n volumétrico previamente rotulado con la ayuda de un embudo.

Medir con probeta exactamente 450mL de metanol grado HPLC vy
agregarlos con cuidado al balén volumétrico con la ayuda del embudo.

Medir con una pipeta, 1mL de acido acético glacial y agregarlo con cuidado
al balon volumétrico, tapar y agitar suavemente.

Filtrar la solucidn al vacio con la ayuda de un equipo de filtracion con un filtro
de tamafo de poro de 0.45um, posteriormente trasladar a un reservorio de
vidrio para HPLC. No es necesario desgasificar la fase movil, ya que el

equipo a utilizar posee modulo desgasificador incluido.

PREPARACION DE SOLUCIONES DE PRUEBA.

* Para la preparacion de todas las soluciones se utilizara un estandar con una pureza de 99.40%.

Preparacion de solucion de estandar al 100%:

1.

2.

3.

Pesar con exactitud y ajustado al 100% de su pureza, 25.0mg de
cloranfenicol base y agregarlos con cuidado a un balon volumétrico de
50.0mL.

Agregar 30mL de fase movil y someter a agitacion mecanica durante 10
minutos a 450 rpm, posteriormente aforar con fase movil.

Tomar una alicuota de 5.0mL y transferirla a un balén de 25.0mL y aforar
con fase movil. Esta solucibn contendrd una concentracion final de
100pg/mL.


https://www.google.com.sv/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=7&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjrxI6ihtHMAhWL1h4KHVsBDykQFggvMAY&url=http%3A%2F%2Fwww.directindustry.es%2Fprod%2Fmerck-millipore%2Fproduct-31514-456844.html&usg=AFQjCNHETBVD5AGMbFCVY4rIoxA-ND9mag&bvm=bv.121658157,d.dmo

25.0mg Cloranfenicol base =™ <50.0mL

¥

5.0mL Fesemovi o 25 omL

Concentracién final = 100pg/mL de cloranfenicol base

Calculos:
Ajuste al 100% de pureza.

99.40g — > 100.0g
0.0250g ——> Xg

X =0.0252 g a pesar de estandar. (25.2mg)

Preparacion de solucion de prueba al 100%.

1. Tomar una alicuota de 20.0mL de solucion oftdlmica de cloranfenicol, con
pipeta volumétrica, equivalentes a 50.0 miligramos de cloranfenicol base y
agregarlos con cuidado a un bal6n volumétrico de 100.0mL.

2. Agregar 30mL de fase movil y someter a agitacion mecénica durante 10
minutos a 450 rpm, posteriormente aforar con fase movil.

3. Tomar una alicuota de 5.0mL y transferirla a un balén de 25.0mL y aforar
con fase movil. Esta solucion contendrd una concentracion final de
100pug/mL.

20.0mL De solucion oftalmica _Fasemovl o 100.0mL

Fase movil

5.0mL =T 5 25.0mL.

Concentracion final = 100ug/mL de cloranfenicol base

Calculos:
Calculo de alicuota equivalente a 50.0 mg de cloranfenicol base a partir de la

solucion oftalmica de cloranfenicol al 0.25% (p/v).



250.0 mg cloranfenicol base ———> 100.0 mL
50.0 mg cloranfenicol base. —> X mL

X =20.0 mL de solucion oftalmica (50.0 mg de cloranfenicol base)

Soluciones de prueba para exactitud al 80%.

1.

3.

Pesar con exactitud y ajustado al 100% de su pureza, 40.0mg de
cloranfenicol base equivalentes al 80% de la concentracién tedrica vy
agregarlos con cuidado a un balon volumétrico de 100mL.

Tomar una alicuota de 20.0mL de placebo de solucion oftdlmica de
cloranfenicol, con pipeta volumétrica, equivalentes a la matriz y agregarlos
con cuidado al mismo bal6n volumétrico de 100.0mL que contiene los
40.0mg de cloranfenicol base.

Agregar 30mL de fase movil y someter a agitacion mecéanica durante 10
minutos a 450 rpm, posteriormente aforar con fase movil.

Tomar una alicuota de 5.0mL y transferirla a un bal6n de 25.0mL y aforar
con fase movil. Esta solucion contendra una concentracion final de 80ug/mL

equivalentes al 80% de la concentracion teorica.

40.0 mg de cloranfenicol base —Fasemovil 5, 100.0mL

+ 20.0 mL de matriz \l/
5.0mL  Femt o 25.0mL.

Concentracion final = 80ug/mL de cloranfenicol base

Calculos:
Ajuste al 100% de pureza.

99.409 ——>100.0g
0.0400g ——> Xg

X =0.0403 g a pesar de estandar. (40.3mg)



Soluciones de prueba para exactitud al 100%.

1.

3.

Pesar con exactitud y ajustado al 100% de su pureza, 50.0mg de
cloranfenicol base equivalentes al 100% de la concentracion teoérica y
agregarlos con cuidado a un bal6n volumétrico de 100.0mL.

Tomar una alicuota de 20.0mL de placebo de solucion oftalmica de
cloranfenicol, con pipeta volumétrica, equivalentes a la matriz y agregarlos
con cuidado al mismo bal6n volumétrico de 100.0mL que contiene los
50.0mg de cloranfenicol base.

Agregar 30mL de fase mdvil y someter a agitacion mecénica durante 10
minutos a 450 rpm, posteriormente aforar con fase movil.

Tomar una alicuota de 5.0mL y transferirla a un balon de 25.0mL y aforar
con fase movil. Esta solucion contendrd una concentracion final de

100pg/mL equivalentes al 100% de la concentracion tedrica.

50.0 mg de cloranfenicol base ™ < 100.0mL
+20.0 mL de matriz \l/

5.0mL Feemov > 25.0mL.

Concentracion final = 100ug/mL de cloranfenicol base

Caélculos:
Ajuste al 100% de pureza.

99.409 ——>100.0g
0.0500y ——> Xg

X =0.0504 g a pesar de estandar. (50.4mg)



Soluciones de prueba para exactitud al 120%.

1.

3.

Pesar con exactitud y ajustado al 100% de su pureza, 60.0mg de
cloranfenicol base equivalentes al 120% de la concentracion teorica y
agregarlos con cuidado a un bal6n volumétrico de 100.0mL.

Tomar una alicuota de 20.0mL de placebo de solucion oftalmica de
cloranfenicol, con pipeta volumétrica, equivalentes a la matriz y agregarlos
con cuidado al mismo bal6n volumétrico de 100.0mL que contiene los
60.0mg de cloranfenicol base.

Agregar 30mL de fase mdvil y someter a agitacion mecénica durante 10
minutos a 450 rpm, posteriormente aforar con fase mévil.

Tomar una alicuota de 5.0mL y transferirla a un balon de 25.0mL y aforar
con fase movil. Esta solucion contendrd una concentracion final de

120ug/mL equivalentes al 120% de la concentracion tedrica.

60.0 mg de cloranfenicol base -72m™v__$100.0mL
+ 20.0 mL de matriz \l/

5.0mL Femo o 25.0mL.

Concentracion final = 120pug/mL de cloranfenicol base

Célculos:

Ajuste al 100% de pureza.

99.40g —— > 100.0g
0.0600g —> Xg

X =0.0604 g a pesar de estandar. (60.4mg)



PREPARACION DE SOLUCIONES PARA LINEALIDAD DEL SISTEMA.

Preparacion de solucion madre para linealidad.

Pesar con exactitud y ajustado al 100% de su pureza, 50.0mg de
cloranfenicol base y agregarlos con cuidado a un balén volumétrico de
50.0mL.

Agregar 30mL de fase movil y someter a agitacion mecanica durante 15
minutos a 450 rpm.

Posteriormente aforar con fase moévil. Esta solucion contendrd una

concentraciéon de 1000ug/ml. Preparar por triplicado.

Preparacion de soluciones para linealidad.

Ambientar una bureta de 25.0mL y posteriormente llenarla con la solucion
madre preparada anteriormente.
Agregar a cada balon volumétrico de 100.0mL, una alicuota correspondiente

a cada nivel de concentracion de acuerdo a la siguiente tabla:

Nivel de concentracion Alicuota “x” a afadir de Concentracion final
solucion madre (Vol. final 200mL)

80% 8.0mL 80 pg/mL

90% 9.0mL 90 pg/mL

100% 10.0mL 100 pg/mL

110% 11.0mL 110 pg/mL

120% 12.0mL 120 pg/mL

Agregar 50mL de fase movil y someter a agitacion mecanica durante 10
minutos a 450 rpm, posteriormente aforar con fase moévil. Preparar cada

solucion por triplicado



50.0 mg de cloranfenicol base _fc™" . 50.0mL

¥

XmL feemt o 100.0mL

Calculos:
Ajuste al 100% de pureza.

99.40g — > 100.0g
0.0500g ——> Xg

X =0.0504 g a pesar de estandar. (50.4mg)



ANEXO N° 2
PROCEDIMIENTO DE OPERACION HPLC
THERMO SCIENTIFIC DIONEX ULTIMATE 3000 (3,



Procedimiento de operacion HPLC Thermo Scientific Dionex Ultimate

3000:
1.

Encender la fuente de poder del equipo presionando la tecla ON/OFF,
ubicado en la parte posterior del equipo.

Encender cada modulo del equipo a utilizar, presionando el botén
ON/OFF, ubicado en la parte posterior de cada unidad.

3. Observar y esperar que el equipo realice un chequeo automaticamente.

9.

Encender la computadora y abrir el software Chromeleon 7.

En la ventana desplegada del software del equipo seleccionado, dar clic
en la categoria de “instrument”, y luego en “sampler”, en esta ventana
dar clic en cada una de las pestafias “prime siringe”, “wash buffer loop”, y
“‘wash needle externally”, para purgar la jeringa y el puerto de inyeccion.
Preparar la fase movil de acuerdo a la técnica de analisis y transferir a un

reservorio HPLC.

. Colocar la fase movil en la bandeja del equipo HPLC y ubicar la linea “A”

designada para la fase movil. (lineas B, C y D son destinadas para los
solventes puros HPLC metanol, agua y acetonitrilo respectivamente).
Abrir la valvula de drenaje y realizar desde el software Chromeleon 7 el
Purgado de todas las lineas de solvente incluyendo la fase movil, con la
opcion “purge”. (terminara el purgado automaticamente en 5 minutos)

Cerrar la valvula de drenaje.

10.Abrir la compuerta del horno y colocar la columna cromatografica,

enroscando las férulas en cada extremo de la columna.

11.Cerrar la compuerta del horno.

12.Encender el horno y la laAmpara UV desde el software Chromeleon 7.

13.Ambientar la columna cromatografica con la misma proporcion de

solventes que la fase movil durante una hora como minimo a un flujo de
1.0ml/min. (Nota: Controlar la presién del equipo que ésta no exceda de

4000psi mientras se ambienta y se esté realizando el analisis)



14.Posteriormente ambientar la columna cromatografica con la fase mouvil
durante una hora como minimo con el mismo flujo de 1.0ml/min.

15. Preparar las muestras y estandares segun la metodologia analitica, filtrar
y colocar en viales HPLC.

16. Colocar los viales de muestras y estandares en el portaviales del HPLC
en el orden requerido.

17.Crear en el software Chromeleon 7, el método de analisis, especificando
las condiciones HPLC. (Duracién de la corrida en minutos, temperatura
del horno, longitud de onda, flujo y proporcion de solventes o fase mavil).

18.Crear en el software Chromeleon 7, la secuencia a utilizar por el
automuestreador, especificando el orden, el nombre, el nidmero de
muestras y estandares a analizar, el nUmero de repeticiones. el volumen
de inyeccion y el método de analisis creado anteriormente.

19. Verificar que la linea base del cromatograma se encuentre estable antes
de iniciar el andlisis.

20.Iniciar la corrida de la secuencia creada anteriormente haciendo clic en el
boton “START” en el software Chromeleon 7. (El equipo iniciara a
analizar estandares y muestras en el orden especificado).

21.Una vez finalizada la secuencia de andlisis, proceder al lavado de la
columna utilizando un gradiente con los mismos solventes de la fase
movil.

22.Proceder a la obtencion de los cromatogramas asi como la integracion
de las areas obtenidas del pico de interés, y posterior generacion de
reportes.



ANEXO N° 3
CROMATOGRAMAS DE LA DETERMINACION DE LINEALIDAD DEL
SISTEMA



Summary
Sequence Details
Name: Cloranfenicol Colirio 0.25% - Linealidad del sistema.
Directory: Instrument Data\New Folder\Secuencias\2015 Created By: Oscar Lopez
Data Vault: ChromeleonLocal 06.12.16
Validacion de Cloranfenicol colirio 0.25%
By Component Cloranfenicol |
Linealidad del Sistema
No. Injection Name Ret.Time Area
min mAU*min
UV_VIS_1
Cloranfenicol
2 Cloranfenicol Colirio 0.25% - St1 80% 3.531 22.803
- ™ Cloranfanicel Colirio 0.25% - Linealidad del sistemna. UV VIS 1
mAL
S  Claranfenicol - 22.803
1 min
-20 r T II T T T 1
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0 18.0 20.0
Summary
|Sequence Details
Name: Cloranfenicol Colirio 0.25% - Linealidad del sistema.
Directory: Instrument Data\New Folder\Secuencias\2015 Created By: Oscar Lopez
Data Vault: ChromeleonLocal Date: 06.12.16
Validacion de Cloranfenicol colirio 0.25%
By Component Cloranfenicol |
Linealidad del Sistema
No. Injection Name Ret.Time Area
min mAU*min
UV_VIS_1
Cloranfenicol
3 Cloranfenicol Colirio 0.25% - St1 90% 3.524 25.663
T ™ Cloranfanicol Colirio 0.25% - Linealidad del sistema. UV_VIS_1
mAL
200 | Claranfenicol - 26.663
min
-20 r II T T T
0.0 2.0 4.0 8.0 8.0 10.0 12.0 14.0 18.0




Summary
Sequence Details
Name: Cloranfenicol Colirio 0.25% - Linealidad del sistema.
Directory: Instrument Data\New Folder\Secuencias\2015 Created By: Oscar Lopez
Data Vault: ChromeleonLocal Date: 06.12.16
Validacion de Cloranfenicol colirio 0.25%
By Component Cloranfenicol |
Linealidad del Sistema
No. Injection Name Ret.Time Area
min mAU*min
UV_VIS_1
Cloranfenicol
4 Cloranfenicol Colirio 0.25% - St1 100% 3.526 28.489
70 % Cloranfznicol Colirio 0.25% - Linealidad del sistema. UV_VIS_1
mAL ; Cloranfenicol - 28.489
125
1 min
-20 r T ll T T T T T T T 1
0.0 2.0 4.0 8.0 8.0 10.0 12.0 14.0 18.0 18.0 20.0
Summary
Sequence Details
Name: Cloranfenicol Colirio 0.25% - Linealidad del sistema.
Directory: Instrument Data\New Folder\Secuencias\2015 Created By: Oscar Lopez
Data Vault: ChromeleonLocal Date: 06.12.16
Validacion de Cloranfenicol colirio 0.25%
By Component Cloranfenicol |
Linealidad del Sistema
No. Injection Name Ret.Time Area
min mAU*min
UV_VIS_1
Cloranfenicol
5 Cloranfenicol Colirio 0.25% - St1 110% 3.527 31.503
T ™ Cloranfznicel Colirio 0.25% - Linealidad del sistema. UV_VIS_1
mAL , Cloranfenicol - 31,503
125
1 min
420 r T ]I T T T T T T T 1
0.0 2.0 4.0 8.0 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0 12.0 20.0




Summary
Sequence Details
Name: Cloranfenicol Colirio 0.25% - Linealidad del sistema.
Directory: Instrument Data\New Folder\Secuencias\2015 Created By: Oscar Lopez
Data Vault: ChromeleonLocal Date: 06.12.16
Validacion de Cloranfenicol colirio 0.25%
By Component Cloranfenicol |
Linealidad del Sistema
No. Injection Name Ret.Time Area
min mAU*min
UV_VIS_1
Cloranfenicol
6 Cloranfenicol Colirio 0.25% - St1 120% 3.532 34.313
21 ™ Cloranfenicol Colirio 0.25% - Linealidad del sistema. Uv_VIS_1
mAL | Cloranfenicol - 34.313
100
1 min
-20 r T Il T T T T T T T 1
0.0 2.0 4.0 8.0 8.0 10.0 12.0 14.0 18.0 18.0 20.0
Summary
|Sequence Details
Name: Cloranfenicol Colirio 0.25% - Linealidad del sistema.
Directory: Instrument Data\New Folder\Secuencias\2015 Created By: Oscar Lopez
Data Vault: ChromeleonLocal Date: 06.12.16
Validacion de Cloranfenicol colirio 0.25%
By Component Cloranfenicol |
Linealidad del Sistema
No. Injection Name Ret.Time Area
min mAU*min
UV_VIS_1
Cloranfenicol
7 Cloranfenicol Colirio 0.25% - St2 80% 3.527 22.910
— ™ Cloranfenicol Colirio 0.25% - Linealidad del sistema. UV_VIS_1
mAlLJ
oon | Claranfenicol - 22.910
1 min
_20 T Il T T T T T T T 1
0.0 2.0 4.0 8.0 8.0 10.4 12.0 14.0 18.0 18.0 20.0




Summary

Sequence Details

Name: Cloranfenicol Colirio 0.25% - Linealidad del sistema.
Directory: Instrument Data\New Folder\Secuencias\2015 Created By: Oscar Lopez
Data Vault: ChromeleonLocal Date: 06.12.16
Validacion de Cloranfenicol colirio 0.25%
By Component Cloranfenicol |
Linealidad del Sistema
No. Injection Name Ret.Time Area
min mAU*min
UV_VIS_1
Cloranfenicol
8 Cloranfenicol Colirio 0.25% - St2 90% 3.527 25.683
% ™ Cloranfanicel Colirio 0.25% - Linealidad del sistemna. UV VIS 1
mAL
e | Cloranfenicol - 25.683
1 min
-20 r T II T T T
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0 18.0 20.0
Summary
|Sequence Details
Name: Cloranfenicol Colirio 0.25% - Linealidad del sistema.
Directory: Instrument Data\New Folder\Secuencias\2015 Created By: Oscar Lopez
Data Vault: ChromeleonLocal Date: 06.12.16
Validacion de Cloranfenicol colirio 0.25%
By Component Cloranfenicol |
Linealidad del Sistema
No. Injection Name Ret.Time Area
min mAU*min
UV_VIS_1
Cloranfenicol
9 Cloranfenicol Colirio 0.25% - St2 100% 3.525 28.559
270 7 Cloranfznicol Colirio 0.25% - Linealidad del sistema. UV_VIS_1
mAL , Cloranfenicol - 28.559
125
1 min
-20 I




Summary

Sequence Details

Name: Cloranfenicol Colirio 0.25% - Linealidad del sistema.
Directory: Instrument Data\New Folder\Secuencias\2015 Created By: Oscar Lopez
Data Vault: ChromeleonLocal Date: 06.12.16
Validacion de Cloranfenicol colirio 0.25%
By Component Cloranfenicol |
Linealidad del Sistema
No. Injection Name Ret.Time Area
min mAU*min
UV_VIS_1
Cloranfenicol
10 Cloranfenicol Colirio 0.25% - St2 110% 3.531 31.410
240 . Cloranfenicol Colirio 0.25% - Linealidad del sistema. UV_VIS_1
mAL 1 Cloranfenicol - 31.410
125
1 min
_20 r . lI T T 1
0.0 2.0 4.0 [:Ki| 8.0 10.0 12.0 14.0 18.0 18.0 20.0
Summary
|Sequence Details
Name: Cloranfenicol Colirio 0.25% - Linealidad del sistema.
Directory: Instrument Data\New Folder\Secuencias\2015 Created By: Oscar Lopez
Data Vault: ChromeleonLocal Date: 06.12.16
Validacion de Cloranfenicol colirio 0.25%
By Component Cloranfenicol |
Linealidad del Sistema
No. Injection Name Ret.Time Area
min mAU*min
UV_VIS_1
Cloranfenicol
11 Cloranfenicol Colirio 0.25% - St2 120% 3.529 34.210
210 ™ Cloranfznicol Colirio 0.25% - Linealidad del sistema. UV_VIS_1
mAL | Claranfenicol - 34.210
100
1 min
_20 r T 'l T T 1
0.0 2.0 4.0 4.0 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0 18.0 20.0




Summary
Sequence Details
Name: Cloranfenicol Colirio 0.25% - Linealidad del sistema.
Directory: Instrument Data\New Folder\Secuencias\2015 Created By: Oscar Lopez
Data Vault: ChromeleonLocal Date: 06.12.16
Validacion de Cloranfenicol colirio 0.25%
By Component Cloranfenicol |
Linealidad del Sistema
No. Injection Name Ret.Time Area
min mAU*min
UV_VIS_1
Cloranfenicol
12 Cloranfenicol Colirio 0.25% - St3 80% 3.529 22.837
455 i Cloranfanicol Colirio 0.25% - Linealidad del sistema. UV_VIS 1
mAlLJ
S  Claranfenicol - 22.637
min
-20 r T ‘I T T T 1
0.0 2.0 4.0 8.0 8.0 10.0 12.0 14.0 18.0 18.0 20.0
Summary
Sequence Details
Name: Cloranfenicol Colirio 0.25% - Linealidad del sistema.
Directory: Instrument Data\New Folder\Secuencias\2015 Created By: Oscar Lopez
Data Vault: ChromeleonLocal Date: 06.12.16
Validacion de Cloranfenicol colirio 0.25%
By Component Cloranfenicol |
Linealidad del Sistema
No. Injection Name Ret.Time Area
min mAU*min
UV_VIS_1
Cloranfenicol
13 Cloranfenicol Colirio 0.25% - St3 90% 3.530 25.731
% & Cloranfenical Coliric 0.25% - Linealidad del sistema. UV_VIS_1
mAL
200 | Claranfenicol - 25.731
min
_20 r T lI T T T T r T T 1
0.0 2.0 4.0 [:Xi| 8.0 10.0 12.0 14.0 18.0 18.0 20.0




Summary
|Sequence Details
Name: Cloranfenicol Colirio 0.25% - Linealidad del sistema.
Directory: Instrument Data\New Folder\Secuencias\2015 Created By: Oscar Lopez
Data Vault: ChromeleonLocal Date: 06.12.16
Validacion de Cloranfenicol colirio 0.25%
By Component Cloranfenicol |
Linealidad del Sistema
No. Injection Name Ret.Time Area
min mAU*min
UV_VIS_1
Cloranfenicol
14 Cloranfenicol Colirio 0.25% - St3 100% 3.527 28.571
555 ™ Cloranfanicol Coliric 0.25% - Linealidad del sistema. Uv_\VIS_1
mAL | Cloranfenicol - 28.571
125
1 min
-20 r T II T T T T T T T 1
0.0 2.0 4.0 4.0 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0 18.0 20.0
Summary
Sequence Details
Name: Cloranfenicol Colirio 0.25% - Linealidad del sistema.
Directory: Instrument Data\New Folder\Secuencias\2015 Created By: Oscar Lopez
Data Vault: ChromeleonLocal Date: 06.12.16
Validacion de Cloranfenicol colirio 0.25%
By Component Cloranfenicol |
Linealidad del Sistema
No. Injection Name Ret.Time Area
min mAU*min
UV_VIS_1
Cloranfenicol
16 Cloranfenicol Colirio 0.25% - St3 120% 3.527 34.257
i ™ Cloranfznicol Colirio 0.25% - Linealidad del sistema. UV_VIS_1
mAL | Claranfenicol - 34.257
100
1 min
_20 r T Il T T T T T T T 1
0.0 2.0 4.0 8.0 8.0 10.0 12.0 14.0 18.0 18.0 20.0




ANEXO N° 4
CROMATOGRAMAS DE LA DETERMINACION DE PRECISION DEL
SISTEMA



Summary

Sequence Details
Name: Cloranfenicol Colirio 0.25% - Precision del Sistema
Directory: Instrument Data\New Folder\Secuencias\201¢ Created By: Oscar Lopez
Data Vault: ChromeleonLocal Data: 06.12.16
Validacion de Cloranfenicol colirio 0.25%
By Component Cloranfenicol |
Precision del Sistema
No. [Injection Name RetTime Area Promedio RSD
min mAU*min Areas Areas
UV VIS 1 UV VIS 1
Cloranfenicol | Cloranfenicol
2 |Cloranfenicol Colirio 0.25% Precision del sistema St1 - rep 1 3527 28453
3 |Cloranfenicol Colirio 0.25% Precision del si St -rep 2 3530 28.393
4 [Cloranfenicol Colirio 0.25% Precision del sistema St1 - rep 3 3537 28.440
5 |Cloranfenicol Colirio 0.25% Precision del sistema Sti - rep 4 3527 28.501
6 |Cloranfenicol Colirio 0.25% Precision del si St -rep 5 3518 28.586
7 |Cloranfenicol Colirio 0.25% Precision del sistema St1 - rep 6 3.525 28498 284784 0.2325
.. & &- Cloranfenicol Colirio 0.25% - Precision del Sistema UV_VIS_1
220 -
4| mau | Cloranfenicol - 28.463
100+
5 : min_|
290 4 5 - Cloranfenicol Colirio 0.25% - Precision del Sistema UV_VIS_1
Al mau | Gloranfenicol - 28.393
1004
1 - min.|
253 % 4- Cloranfenicol Colirio 0.25% - Precision del Sistema UV_VIS_1
A mau | Cloranfenical - 28.440
1004
L K\I min
22; @ 3- Cloranfenicol Golirio 0.25% - Precision del Sistema UV_VIS_1
4l mau 1 Cloranfenicol - 28.501
109+
L min.
203 — —_— e —
P @ 2 - Cloranfenicol Colirio 0.25% - Precision del Sistema UV_VIS_1
T mavu ! Cloranfenicel - 28.566
Il
100 I
I
g8 J.—li _— min
i > Precision dol S
1| mau | Cloranfenicol - 28.498
4 L_‘l min
oc 20 40 6.0 50 100 12.0 14.0 16.0 18.0 20.C




ANEXO N° 5
CROMATOGRAMAS DE LA DETERMINACION DE PRECISION DEL
METODO



Summary

Sequence Details

Name: Cloranfenicol Colirio 0.25% - Precision del método.
Directory: Instrument Data\New Folder\Secuencias\201£ Created By: Oscar Lopez
Data Vault: ChromeleonLocal Date: 12.12.16
Validacion de Cloranfenicol colirio 0.25%
By Component Cloranfenicol |
Precision del Metodo
No. Injection Name Ret.Time Area Mg/mL %SR
min mAU*min
UV_VIS 1 UV_VIS 1 UV VIS 1 Uv_VIS 1
Cloranfenicol | Cloranfenicol | Cloranfenicol | Cloranfenicol
8 Cloranfenicol colirio 0.25% St1 3.518 28.531 2.51 100.20
9 Cloranfenicol colirio 0.25% Mx1 3.515 27.531 2.42 96.69
220 - % 2- Cloranfenicol colirio 0.25% St1 uv_vIS_1
1| mau 1 Cloranfenicol - 28.531
100
] L min
208 - L = - = - - ]
c.o 290 4.0 5.0 8.0 10.0 12.0 14.0 18.0 12.0 20.0
5ha - &1- Cloranfenicol calirio 0.25% Mx1 Uv_VIS_1
mau Cloranfenicol - 27.531
100 4
2 L N min
207 T I' T T T T
c.u 20 4.0 5.0 &0 10.0 12.0 14.0 16.0 18.0 20.0
Summary
Sequence Details
Name: Cloranfenicol Colirio 0.25% - Precision del método.
Directory: Instrument Data\New Folder\Secuencias\201¢ Created By: Oscar Lopez
Data Vault: ChromeleonLocal Date: 12.12.16
Validacion de Cloranfenicol colirio 0.25%
By Component Cloranfenicol |
Precision del Metodo
No. Injection Name Ret.Time Area Mg/mL %SR
min mAU*min
UV_VIS 1 UV_VIS 1 UV_VIS 1 UV_VIS 1
Cloranfenicol | Cloranfenicol | Cloranfenicol | Cloranfenicol
10 Cloranfenicol colirio 0.25% St2 3.517 28.965 2.51 100.20
11 Cloranfenicol colirio 0.25% Mx2 3.518 27.050 2.34 93.58
220 - q2- Cloranfenicol colirio 0.25% St2 UV_VIS_1
4| mau 1 Cloranfenicol - 28.965
100
] 1 min
-20] L
co 20 40 50 50 10.0 12.0 14.0 18.0 12.0 20.0
200 - B1- Cloranfenicol colirio 0.25% Mx2 Uv_VIS_1
mAU 1 Cloranfenicol - 27.060
100 4
1 L AN min.
20~ T l' T T T T T
c.u 240 4.0 5.0 10.0 12.0 14.0 16.0 18.0 20.0




Summary

Sequence Details
Name: Cloranfenicol Colirio 0.25% - Precision del método.
Directory: Instrument Data\New Folder\Secuencias\201£ Created By: Oscar Lopez
Data Vault: ChromeleonLocal Date: 121216
Validacion de Cloranfenicol colirio 0.25%
By Component Cloranfenicol |
Precision del Metodo
No. Injection Name Ret.Time Area Mg/mL %SR
min mAU*min
UVv_VIS 1 UV_VIS 1 UV_VIS 1 UV_VIS 1
Cloranfenicol | Cloranfenicol | Cloranfenicol | Cloranfenicol
12 Cloranfenicol colirio 0.25% St3 3.487 28.650 2.51 100.20
13 Cloranfenicol colirio 0.25% Mx3 3.482 27.557 2.41 96.38
220 - §2- Cloranfenicol colirio 0.25% St3 uv_vIS_1
4 mau | Claranfenicol - 28.650
1004
4 min
-20- r T 3 T T T T T T T T 1
co 20 4.0 5.0 &0 10.0 12.0 14.0 18.0 12.0 20.0
556 - Ba- Cloranfenicol colirio 0.25% Mx3 Uv_VIS_1
1| mau 1 Claranfenical - 27.557
1004
il I 5’23 min
207 T
cu 200 40 50 &2 10.0 120 140 16.0 180 20.0
Summary
Sequence Details
Name: Cloranfenicol Colirio 0.25% - Precision del método.
Directory: Instrument Data\New Folder\Secuencias\201¢ Created By: Oscar Lopez
Data Vault: ChromeleonLocal Date: 12.12.16
Validacion de Cloranfenicol colirio 0.25%
By Component Cloranfenicol |
Precision del Metodo
No. Injection Name Ret.Time Area Mg/mL %SR
min mAU*min
UV_VIS 1 UV_VIS 1 UV_VIS 1 UV_VIS_1
Cloranfenicol | Cloranfenicol | Cloranfenicol | Cloranfenicol
14 Cloranfenicol colirio 0.25% St4 3.470 28.584 2.51 100.20
15 Cloranfenicol colirio 0.25% Mx4 3.557 27.330 2.40 95.80
56 §2- Cloranfenical colirio 0.25% St4 uv_vIS_1
[ mau 1 Cloranfenicol - 28 684
1004
] 1 min
-20 F r T Ir T T T T ¥: T T 1
co 2.0 4.0 5.0 80 10.0 12.0 14.0 16.0 12.0 20.0
656 B1- Cloranfenicol colirio 0.25% Mx4 Uv_vIS_1
mAU } Cloranfenicol - 27.330
1004
J min
=204
cu 200 40 50 &0 10.0 120 140 18.0 120 200




Summary
Sequence Details
Name: Cloranfenicol Colirio 0.25% - Precision del método.
Directory: Instrument Data\New Folder\Secuencias\201¢ Created By: Oscar Lopez
Data Vault: ChromeleonLocal Date: 12.12.16
Validacion de Cloranfenicol colirio 0.25%
By Component Cloranfenicol |
Precision del Metodo
No. Injection Name Ret.Time Area Mg/mL %SR
min mAU*min
UV_VIS 1 UV_VIS 1 UV_VIS 1 UV_VIS_1
Cloranfenicol | Cloranfenicol | Cloranfenicol | Cloranfenicol
16 Cloranfenicol colirio 0.25% St5 3.468 28.546 2.51 100.20
17 Cloranfenicol colirio 0.25% Mx5 3.470 27.619 2.42 96.94
250 & 2- Cloranfenicol colirio 0.25% St5 UV _VIS_1
maU 1 Cloranfenicol - 28.546
1254
04 I}
T min
-50- r T T T T T T T T T
co 20 4.0 5.0 &0 10.0 12.0 14.0 16.0 12.0 20.0
256 - Cloranfenicol colirio 0.25% Mx5 Uv_VIS_1
1|l mau ! Cloranfenicol - 27.619
1004
] AN min
20- r T - T T T T T T T T 1
c.u 2.0 4.0 5.0 &9 10.0 12.0 14.0 16.0 18.0 20.0
Summary
Sequence Details
Name: Cloranfenicol Colirio 0.25% - Precision del método.
Directory: Instrument Data\New Folder\Secuencias\201¢ Created By: Oscar Lopez
Data Vault: ChromeleonLocal Date: 12.12.16
Validacion de Cloranfenicol colirio 0.25%
By Component Cloranfenicol |
Precision del Metodo
No. Injection Name Ret.Time Area Mg/mL %SR
min mAU*min
UV_VIS 1 UV_VIS 1 UV_VIS 1 UV_VIS 1
Cloranfenicol | Cloranfenicol | Cloranfenicol | Cloranfenicol
18 Cloranfenicol colirio 0.25% St6 3.472 28.620 2.51 100.20
19 Cloranfenicol colirio 0.25% Mx6 3.472 27.750 2.43 97.15
250 32- Cloranfenical colirio 0.25% St6 UV_VIS_1
M mau | Cloranfenicol - 28.620
125 4
0 T i)
-50- T T T T T T T T T
c.o 20 4.0 5.0 &0 10.0 12.0 14.0 18.0 18.0 20.0
555 B1- Cloranfenicol calirio 0.25% Mx8 Uv_vIS_1
I mau 1 Clorantenicol - 27.750
1004
] L S\ min
-20 3 r T = T T T T T T T T 1
c.u 2.0 4.0 5.0 X] 10.0 12.0 14.0 16.0 18.0 20.0




ANEXO N° 6
CROMATOGRAMAS DE LA DETERMINACION DE PRECISION
INTERMEDIA



Summary

|Sequence Details
Name: Cloranfenicol Colirio 0.25% - Precision intermedia
Directory: Instrument Data\New Folder\Secuencias\2015 Created By: Oscar Lopez
Data Vault: ChromeleonLocal Date: 19.12.16
Validacion de Cloranfenicol colirio 0.25%
By Component Cloranfenicol |
Precision del Intermedia
No. Injection Name Ret.Time Area Mg/mL %SR
min mAU*min
UV_VIS 1 UV_VIS_1 UV_VIS_1 UV_VIS 1
Cloranfenicol | Cloranfenicol | Cloranfenicol Cloranfenicol
8 Cloranfenicol colirio 0.25% St1 3.525 28.530 2.51 100.20
9 Cloranfenicol colirio 0.25% Mx1 3.518 27.510 2.42 96.62
250 % 2 - Cloranfenicol Colirio 0.25% - Precisién intermedia UV_VIS_1
A mau 1 Cloranfenicol - 28 530
100
1 T min
= B 1 - Cloranfenicol Colirio 0.25% - Precision intermedia UV_VIS_1
200 - }
1l mau Cloranfenicol - 27.510
100 ]
: 1 min
-20- T T Ix ™ T —T P—— T y——p— T T T 1
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0 18.0 20.0
Summary
Sequence Details
Name: Cloranfenicol Colirio 0.25% - Precision intermedia
Directory: Instrument Data\New Folder\Secuencias\2015 Created By: Oscar Lopez
Data Vault: ChromeleonLocal Date: 19.12.16
Validacion de Cloranfenicol colirio 0.25%
By Component Cloranfenicol |
Precision del Intermedia
No. Injection Name Ret.Time Area Mg/mL %SR
min mAU*min
UV_VIS 1 UV_VIS_1 UV_VIS_1 UV_VIS_ 1
Cloranfenicol | Cloranfenicol | Cloranfenicol | Cloranfenicol
10 Cloranfenicol colirio 0.25% St2 3.517 28.492 2.51 100.20
i1 Cloranfenicol colirio 0.25% Mx2 3.517 27.022 2.38 95.03
L 3 2 - Cloranfenicol Colirio 0.25% - Precision intermedia [manipulated] Uv_VIS_1
4l mau i Cloranfenicol - 28.492
100 4
: min
o] 2 1 - Cloranfenicol Colirio 0.25% - Precision intermedia UV_VIS_1
20,8 VIS
mAU | Cloranfenicol - 27.022
1004
- mip
_20 B r T ! T T

0.0 20 40 60 80 10.0 12.0 14.0 16.0 18.0 20.0




Summary
Sequence Details
Name: Cloranfenicol Colirio 0.25% - Precision intermedia
Directory: Instrument Data\New Folder\Secuencias\2015 Created By: Oscar Lopez
Data Vault: ChromeleonLocal Date: 19.12.16
Validacion de Cloranfenicol colirio 0.25%
By Component Cloranfenicol |
Precision del Intermedia
No. Injection Name Ret.Time Area Mg/mL %SR
min mAU*min
UV_VIS_1 UV_VIS_1 UV_VIS_1 UV_VIS_1
Cloranfenicol | Cloranfenicol | Cloranfenicol | Cloranfenicol
12 Cloranfenicol colirio 0.25% St3 3.505 28.704 2.51 100.20
13 Cloranfenicol colirio 0.25% Mx3 3.475 27.525 2.40 96.08
250 % 2 - Cloranfenicol Colirio 0.25% - Precision intermedia UV_VIS_1
4l mau | Cloranfenicol - 28.704
100 4
L T min
222 7 1 - Cloranfenicol Colirio 0.26% - Precision intermedia UV_VIS_1
[ mau 1 Cloranfenicol - 27.525
100 4
- min
-20 % T T Il T T T T T T T 1
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0 18.0 20.0
Summary
Sequence Details
Name: Cloranfenicol Colirio 0.25% - Precision intermedia
Directory: Instrument Data\New Folder\Secuencias\2015 Created By: Oscar Lopez
Data Vault: ChromeleonLocal Date: 19.12.16
Validacion de Cloranfenicol colirio 0.25%
By Component Cloranfenicol |
Precision del Intermedia
No. Injection Name Ret.Time Area Mg/mL %SR
min mAU*min
UV_VIS_1 UV_VIS_1 UV_VIS_1 UV_VIS 1
Cloranfenicol | Cloranfenicol | Cloranfenicol | Cloranfenicol
14 Cloranfenicol colirio 0.25% St4 3.473 28.536 2.51 100.20
15 Cloranfenicol colirio 0.25% Mx4 3.550 27.076 2.38 95.07
5904 % 2 - Cloranfenicol Colirio 0.25% - Precision intermedia UVY_VIS_1
4| mAU | Cloranfenicol - 28.536
1004
T min
;gg ) 7 1 - Cloranfenicol Calirio 0.25% - Precision intermedia UY_VIS_1
M mau | Cloranfenicol - 27.076
1004
o 1 min
_20 = r T Il T T T T T T T 1
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0 18.0 20.0




Summary
|Sequence Details
Name: Cloranfenicol Colirio 0.25% - Precision intermedia
Directory: Instrument Data\New Folder\Secuencias\2015 Created By: Oscar Lopez
Data Vault: ChromeleonLocal Date: 19.12.16
Validacion de Cloranfenicol colirio 0.25%
By Component Cloranfenicol |
Precision del Intermedia
No. Injection Name Ret.Time Area Mg/mL %SR
min mAU*min
UV_VIS_1 UV_VIS_1 UV_VIS_1 UV_VIS_1
Cloranfenicol | Cloranfenicol | Cloranfenicol Cloranfenicol
16 Cloranfenicol colirio 0.25% St5 3.468 28.747 2.51 100.20
17 Cloranfenicol colirio 0.25% Mx5 3.470 27.484 2.39 95.80
250 F 2 - Cloranfenicol Colirio 0.25% - Precision intermedia UV_VIS_1
1| mAU | Cloranfenicol - 28.747
125
%3 T min
;g 3 3! 1 - Cloranfenicol Colirio 0.25% - Precision intermedia UV_VIS_1
I mau 1 Cloranfenicol - 27.484
100
3 min
-20 A r T I T T T T T T T T 1
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0 18.0 20.0
Summary
|Sequence Details
Name: Cloranfenicol Colirio 0.25% - Precision intermedia
Directory: Instrument Data\New Folder\Secuencias\2015 Created By: Oscar Lopez
Data Vault: ChromeleonLocal Date: 19.12.16
Validacion de Cloranfenicol colirio 0.25%
By Component Cloranfenicol |
Precision del Intermedia
No. Injection Name Ret.Time Area Mg/mL %SR
min mAU*min
UV_VIS_1 UV_VIS_1 UV_VIS_1 UV_VIS_1
Cloranfenicol | Cloranfenicol | Cloranfenicol | Cloranfenicol
18 Cloranfenicol colirio 0.25% St6 3.470 28.302 2.51 100.20
19 Cloranfenicol colirio 0.25% Mx6 3.472 27.557 2.44 97.56
% 2 - Cloranfenicol Calirio 0.25% - Precision intermedia [manipulated] UV_VIS_1
220 - -
4l mau ! Cloranfenicol - 28.302
100 4
1 . min
222 % 1 - Cloranfenicol Colirio 0.25% - Precision intermedia [manipulated] UV_VIS_1
4l mau ! Cloranfenicol - 27.557
100 4
= min
-20- T rl T T T T Ty T T 1
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0 18.0 20.0




ANEXO N° 7
CROMATOGRAMAS DE LA DETERMINACION DE EXACTITUD DEL
METODO



Summary
Sequence Details
Name: Cloranfenicol Colirio 0.25% - Exactitud del método
Directory: Instrument Data\New Folder\Secuencias\2016\/ Created By: Oscar Lopez
Data Vault: ChromeleonLocal Date: 14.12.16
By Component cloranfenicol |
Exactitud del Método.
No. [Injection Name Ret.Time Area Mg Recuperados| %Recuperado
min mAU*min
UV_VIS_1 UV_VIS_1 UV_VIS_ 1 UV_VIS_1
cloranfenicol | cloranfenicol cloranfenicol cloranfenicol
2 Clorafenicol Colirio 0.25% St1 3.443 28.853 50.10 100.00
4 Clorafenicol Colirio 0.25% Mx1 - 100% 3.440 28.969 50.30 100.40
250 3 2 - Cloranfenicol Colirio 0.25% - Exactitud del método UV_VIS_1
V9 .
io] mAU \ cloranfenicol - 28.853
1004
] A min
Zig: 7 1 - Cloranfenicol Colirio 0.26% - Exactitud del método Uv_VIS 1
1 | fenicol - 28.969
200 AU , cloranfenicol
100
] L min
-20 = r T —I T T T T T T T T 1
0.0 20 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0 18.0 20.0
Summary
uence Details
Name: Cloranfenicol Colirio 0.25% - Exactitud del método
Directory: Instrument Data\New Folder\Secuencias\2016\/ Created By: Oscar Lopez
Data Vault: ChromeleonLocal Date: 14.12.16
[By Component cloranfenicol |
Exactitud del Método.
No. |Injection Name Ret.Time Area Mg Recuperados| %Recuperado
min mAU*min
UV_VIS_1 UV_VIS_1 UV_VIS_1 UV_VIS_1
cloranfenicol | cloranfenicol cloranfenicol cloranfenicol
2 Clorafenicol Colirio 0.25% St1 3.443 28.853 50.10 125.06
3 Clorafenicol Colirio 0.25% Mx1 - 80% 3.440 22.951 39.85 99.48
555 ! 2 - Cloranfenicol Colirio 0.25% - Exactitud del método UV_VIS_1
U9 .
500.] mAU | cloranfenicol - 28.853
100
. min
Zig: % 1 - Cloranfenicol Colirio 0.256% - Exactitud del métode UV_VIS_1
1| mAU
200 , cloranfenicol - 22.951
1004
] min
_20 s r T = T T T T T T 1
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0 18.0 20.0




Summary
Sequence Details
Name: Cloranfenicol Colirio 0.25% - Exactitud del método
Directory: Instrument Data\New Folder\Secuencias\2016\Z Created By: Oscar Lopez
Data Vault: ChromeleonLocal Date: 14.12.16
By Component cloranfenicol |
Exactitud del Método.
No. |Injection Name Ret.Time Area Mg Recuperados| %Recuperado
min mAU*min
UV_VIS_ 1 UV_VIS_1 UV_VIS_1 UV_VIS_1
cloranfenicol | cloranfenicol cloranfenicol cloranfenicol
6 Clorafenicol Colirio 0.25% St2 3.438 28.491 50.10 125.06
7 Clorafenicol Colirio 0.25% Mx2 - 80% 3.440 22.617 39.77 99.28
S & 2 - Cloranfenicol Colirio 0.25% - Exactitud del método UV_VIS_1
50 -
200_' mAU | cloranfenicol - 28.491
100
] L : min
;g_ 7 1 - Cloranfenicol Colirio 0.25% - Exactitud del método UV_VIS_1
1| mAU
200 , cloranfenicol - 22.617
100
] L min |
-20 s r T T T T T T T T T 1
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0 18.0 20.0
Summary
|Sequence Details
Name: Cloranfenicol Colirio 0.25% - Exactitud del método
Directory: Instrument Data\New Folder\Secuencias\2016\/ Created By: Oscar Lopez
Data Vault: ChromeleonLocal Date: 14.12.16
[By Component cloranfenicol |
Exactitud del Método.
No. |Injection Name Ret. Time Area Mg Recuperados| %Recuperado
min mAU*min
UV_VIS_1 UV_VIS 1 UV_VIS_1 UV_VIS_1
cloranfenicol | cloranfenicol cloranfenicol cloranfenicol
6 Clorafenicol Colirio 0.25% St2 3.438 28.491 50.10 100.00
8 Clorafenicol Colirio 0.25% Mx2 - 100% 3.438 28.298 49.76 99.32
e ¥ 2 - Cloranfenicol Colirio 0.25% - Exactitud del método UV_VIS_1
50 -
507 mAU | cloranfenicol - 28.491
100
2 I min
;g: 7 1 - Cloranfenicol Colirio 0.25% - Exactitud del método UV_VIS_1
200.] mAU | Cloranfenicol - 28.298
100
4 min
_20 - r 7, T T T T T T T T 1
0.0 2.0 4.0 5.0 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0 18.0 20.0




Summary

uence Details
Name: Cloranfenicol Colirio 0.25% - Exactitud del método
Directory: Instrument Data\New Folder\Secuencias\2016\/ Created By: Oscar Lopez
Data Vault: ChromeleonLocal Date: 14.12.16
By Component cloranfenicol |
Exactitud del Método.
No. |Injection Name Ret.Time Area Mg Recuperados| %Recuperado
min mAU*min
UV_VIS_1 UV_VIS_1 UV_VIS_1 UV_VIS_1
cloranfenicol | cloranfenicol cloranfenicol cloranfenicol
6 Clorafenicol Colirio 0.25% St2 3.438 28.491 50.10 83.44
9 Clorafenicol Colirio 0.25% Mx2 - 120% 3.437 34.073 59.92 99.79
b & 2 - Cloranfenicol Colirio 0.25% - Exactitud del método UV_VIS_1
50 -
200_- mAU | cloranfenicol - 28.491
1004
] LA min
2 % 1 - Cloranfenicol Colirio 0.26% - Exactitud del método UV_VIS_1
2 clorantenicol - 34.073
200] mAU 2
100
] 1 I min
_20 - T L T T T T 1
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0 18.0 20.0
Summary
|Sequence Details
Name: Cloranfenicol Colirio 0.25% - Exactitud del método
Directory: Instrument Data\New Folder\Secuencias\2016\Z Created By: Oscar Lopez
Data Vault: ChromeleonLocal Date: 14.12.16
[By Component cloranfenicol |
Exactitud del Método.
No. [Injection Name Ret.Time Area Mg Recuperados| %Recuperado
min mAU*min
UV_VIS_1 UV_VIS_1 UV_VIS_1 UV_VIS_1
cloranfenicol | cloranfenicol cloranfenicol cloranfenicol
10 Clorafenicol Colirio 0.25% St3 3.438 28.709 50.10 125.06
11 Clorafenicol Colirio 0.25% Mx3 - 80% 3.440 22.522 39.30 98.11
350 1 2 - Cloranfenicol Colirio 0.25% - Exactitud del método UV_VIS_1
U9 o
Eoo] mAU | cloranfenicol - 28.709
100
i | min
;g % 1 - Cloranfenicol Colirio 0.26% - Exactitud del método [manipulated] UV_VIS_1
mAU
2001 , cloranfenicol - 22.522
100 4
] 1 VAN min
-20 = r T . T T T T
0.0 2.0 4.0 6.0 a.0 10.0 12.0 14.0 16.0 18.0 20.0




Summary

Sequence Details
Name: Cloranfenicol Colirio 0.25% - Exactitud del método
Directory: Instrument Data\New Folder\Secuencias\2016\£ Created By: Oscar Lopez
Data Vault: ChromeleonLocal Date: 14.12.16
By Component cloranfenicol |
Exactitud del Método.
No. |Injection Name Ret.Time Area Mg Recuperados| %Recuperado
min mAU*min
UV_VIS_1 UV_VIS_1 UV_VIS_1 UV_VIS_1
cloranfenicol | cloranfenicol cloranfenicol cloranfenicol
10 Clorafenicol Colirio 0.25% St3 3.438 28.709 50.10 83.44
13 Clorafenicol Colirio 0.25% Mx3 - 120% 3.447 34.754 60.65 101.01
555 ¥ 2 - Cloranfenicol Colirio 0.25% - Exactitud del método UV_VIS_1
U9 N

200.] mAU | cloranfenicol - 28.709
100

i : min
;g_ % 1 - Claranfenicol Colirio 0.25% - Exactitud del método UV_VIS_1

] cloranfenicol - 34.754
200.] mAU
100

] min
-20 & r T - T T T T T T T T 1

0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0 18.0 20.0




ANEXO N° 8
CROMATOGRAMAS DE LA DETERMINACION DE SELECTIVIDAD



Summary

Sequence Details
Name: Cloranfenicol Colirio 0.25% - Selectividad
Directory: Instrument Data\New Folder\Secuencias\201! Created By: ~ Oscar Lopez
Data Vault: ChromeleonLocal Date: 15.12.16
Valid. de Clor icol colirio 0.25%
By Component cloranfenicol |
No. Injection Name RetTime Area
min mAU*min
UV_VIS_1 UV_VIS_1
cloranfenicol | cloranfenicol
2 Cloranfenicol Colirio 0.25% - St1 3.527 29.606
5 Cloranfenicol Colirio 0.25% - Placebo 1 3.542 0.074
7 Cloranfenicol Colirio 0.25% - Mx1 3.548 27.762
7 1 - Cloranfenicol Colirio §.25% - Selectividad Cloranfenicol Colirio 3.25% - St1 Uv_VIS_1
73 2 - Cloranfenicol Celirio 8.25% - Selectividad Cloranfenicol Colirio 0.25% - Placebo 1 Uv_VIS_1
238 B 3 - Cloranfenicol Colirio §.25% - Selectividad Cloranfenicol Colirio 0.25% - Mx1 UV_VIS_1
mAU
2004 , cloranfenicol - 27.762
1504
1004
504 J loranfenicol - 29.606
0] L
50
2 |[i{cloygnfenical - 0.074
1004
-1504 :
I
] min
-21 2 5 r T T T i | T T T T T 1
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0 18.0 20.0




ANEXO N° 9
FORMULAS GENERALES DE CALCULO ?)



FORMULAS GENERALES DE CALCULO.

-Media aritmética:

_&Y
4 n

-Desviacién estandar:

G n(xy?) — Xy)?
B nn—1)

-Coeficiente de variacion:

S
CV =—x100
y
-Ecuacion linealidad:
y=bx+a
-Célculo de b:
ny_Zny
T e, (x)?
xx -
-Célculo de a:
_Xy—bXx
a = —
n

-Coeficiente de determinacion:

nxy —

Yx

re =

J -5 (2 - B5)

)2



ANEXO N° 10
CARTA DE ACEPTACION DE DOCUMENTACION PRESENTADA



San salvador, 22 de agosto de 2017

Universidad de El Salvador, Facultad de Quimica y farmacia:

Por medio de la presente se hace su conocimiento que se ha recibido
satisfactoriamente por parte del bachiller José Oscar Lopez Iraheta la siguiente
documentacion presentada:

- Protocolo de validacion
- Reporte de validacién

- Certificado de validacién
- Resultados obtenidos

La cual corresponde al desarrollo del trabajo de graduacién denominado
“Propuesta de validacién del método de cromatografia liquida de alta eficiencia
para la cuantificacién de cloranfenicol colirio”, realizado en el periodo de
Diciembre de 2016 a Enero de 2017 dentro de nuestras instalaciones como
Laboratorio Farmacéutico Nacional.

Sin ofro particular que tratar, se extiende la presente.

Departamento de Desarrollo y Validacion
de Métodos Analiticos



