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Alta Eficiencia (H.P.L.C.) para la determinacion del contenido de vitamina
D, Colecalciferol en suspension oral. Lima. 2010.
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RESUMEN

La validacion y el desarrollo de una técnica analitica es parte integral de sistema
de control de calidad, porque este confiere fiabilidad a los resultados obtenidos
en el laboratorio de analisis. Para la cual se propone una técnica alternativa en
la cuantificacion de vitamina D; Colecalciferol en suspension oral debido a que
esta no se encuentra en las monografias oficiales como: Farmacopea de los
Estados Unidos (USP), Farmacopea Britanica (BP), normas peruanas. El estudio
descriptivo se realiz6 en los meses de Enero a Junio del afio 2010 en el
laboratorio del Servicio de Control de Calidad de la Universidad Peruana
Cayetano Heredia-Lima.
Los parametros de validacion evaluados son: Especificidad, linealidad e
intervalo, exactitud, precision, limite de deteccidén (LD), limite de cuantificacion
(LC) y robustez. La especificidad se determiné por evaluacién visual de los
cromatogramas evidenciandose que la fase movil, diluyente, placebo y productos
de degradacion no interfieren en el analisis de contenido de vitamina D,
La linealidad se determin6 por regresion lineal en un intervalo del 80% al 250%
obteniéndose un coeficiente de correlacion de: 0.999 tanto para estandar como
para la muestra demostrando asi la linealidad del sistema y método.
En la exactitud se obtuvo el porcentaje de recuperacién promedio que fue de:
99.85% quedando demostrado que no existe diferencia significativa entre las
cantidad recuperada y afadida.
En la precision se determind el coeficiente de variacion: CV del sistema: 0.776%
CV del método: 0.777% encontrandose dentro de los limites especificados.
El LD fue de: 0.949 Ul/mL y el LC fue de: 2.903 Ul/mL, La robustez de la técnica
analitica se obtuvo un CV. 0.7641% indicando una buena aptitud del sistema,
Por lo tanto, se concluye que la técnica analitica es confiable ya que los
resultados obtenidos demuestran y respaldan la determinacién de contenido de
vitamina D; en suspensién oral cumpliendo los parametros establecidos por las
monografias oficiales (USP 32).
Palabras clave: técnica analitica, vitamina D;, validacion, HPLC.



ABSTRACT

The validation and the development of an analytic technique is integral part of
quality control system, because this it confers reliability to the results obtained in
the analysis laboratory. For which intends an alternative technique in the ‘vitamin
quantification D; Cholecaliciferol in oral suspension because this it is not in the
official monographs as: Pharmacopeia of the United States (USP), British
Pharmacopeia (BP), Peruvian norms. The descriptive study was carried out in the
months of January to June of the year 2010 in the laboratory of the Service of
Quality control of the Peruvian University Cayetano Heredia-Lima.

The valued validation parameters plows: Specificity, linealidad and interval,
accuracy, precision, detection limit (LD), quantification limit (LC) and robustness.
The specificity was determined by visual evaluation of the cromatogramas being
evidenced that the mobile phase, diluter, placebo and degradation products don't
interfere in the analysis of vitamin content Ds.

The linealidad was determined by lineal regression in an interval from 80% to
250% being obtained a correlation coefficient of: 0.999 so much for standard as
for the sample demonstrating this way the linealidad of the system and method.

In the accuracy the percentage of recovery average was obtained that was of:
99.85% being demonstrated that significant difference doesn't exist among the
recovered and added quantity. In the precision the variation coefficient was
determined: CV of the system: 0.776% CV of the method: 0.777% being inside
the specification limits.

The LD was of: 0.949 Ul/mL and the LC were of. 2.903 Ui/mL, The robustness of
the analytic technique was obtained a CV. 0.7641% indicating a good aptitude of
the system, therefore, you concludes that the analytic technique is reliable since
the obtained results demonstrate and they support the determination of vitamin
content D, in oral suspension completing the parameters settled down by the
official monographs (USP 32).

Password: analytic technique, vitamin D3 validation, HPLC.



. INTRODUCCION
Todos los productos farmacéuticos elaborados en la industria farmacéutica
estan sometidos a un conjunto de exigéncias para demostrar su calidad es asi
que €l laboratorio de control de calidad realiza rigurosos analisis que requieran
técnicas analiticas validadas para establecer su calidad.
La validaciéon se define como el establecimiento de pruebas documentales que
aportan un alto grado de seguridad de que un proceso planificado se efectuara
uniformemente en conformidad con los resuitados previstos especificados.
La validacion de una técnica analitica es importante debido a que forma parte de
las Buenas Practicas de Manufactura (BPM), es por ello que las entidades como
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la Direccion General de
Medicamentos Insumos y Drogas (DIGEMID) y monografias oficiales como la
Farmacopea de los Estados Unidos (USP), Farmacopea Britanica (BP), la
Asociacion Espafiola de Farmacéuticos de la Industria (AEFI) y la Conferencia
Internacional sobre la Armonizacion (ICH), consideran la necesidad de validar
nuevos procedimientos analiticos.
En la actualidad los laboratorios farmacéuticos de acuerdo a sus necesidades y
dificultades en la determinacion de la calidad de un producto optan por dar como
solucion la elaboracion de nuevos procedimientos analiticos y con ello reducir

trabajos innecesarios, repeticiones y costos elevados.



La USP 32 describe diversos procedimientos para el analisis cuantitativo de

vitamina D, en diversas formas farmacéuticas, pero no describe una técnica

aplicable a suspensiones orales, es por ello. La necesidad de desarrollar una

técnica analitica por Cromatografia Liquida de alta Eficiencia (HP.L.C) para

obtener resultados confiables y que cumpla con los parametros de validacion

demostrando asi su validez.

Para proporcionar la evidencia de 1a eficacia del analisis de cuantificacion nos

planteamos los siguientes objetivos:

Obijetivo general:

1.  Desarrollar y validar la técnica analitica para la determinacion de contenido
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia, (HP.L.C) de vitamina D;
(Colecalciferol) en una suspension oral y documentar los resultados

obtenidos.

Obijetivos especificos:

1.  Determinar la especificidad y selectividad de la técnica analitica para el
contenido por H.P.L.C de vitamina Dj.

2. Determinar la linealidad e intervalo de la técnica analitica para el contenido
por H.P.L.C de vitamina D;,

3. Determinar la exactitud de la técnica analitica para el contenido por
H.P.L.C de vitamina D;,

4. Determinar la precision de la técnica analitica para el contenido por
H.P.L.C de vitamina D,.

5. Determinar el limite de deteccion y cuantificacion de la técnica analitica
para el contenido por H.P.L.C. de vitamina D;.

6. Determinar la robustez de la técnica analitica para el contenido por

H.P.L.C de vitamina D..



Il. MARCO TEORICO
2.1. ANTECEDENTES.
Pérez (2010), realizé el estudio de validacion de la metodologia para la
determinacion de vitamina A en alimentos infanties instantaneos por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC), donde sefala que la
metodologia es buena y aplicable para la determinacion de vitamina A en
alimentos infantiles instantaneos.
Prado (2008), realiz6 el desarrollo y validacion de la técnica analitica por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (H.P.L.C) para la determinacion de
contenido de Ciprofloxacino 3mg/imL y Dexametasona 1mg/imL en suspension
oftalmica, donde concluye que el método analitico es confiable ya que los
resultados obtenidos demuestran y respaldan la determinacion de contenido de
Ciprofloxacino y Dexametasona en suspension oftalmica.
Beliido (2007), desarrolld la validacion del método analitico por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiencia (HPLC) para la determinacion cuantitativa del
Ambroxol Clorhidrato en jarabe, concluyendo que el método por HPLC descrito
y evaluado es adecuado para la cuantificacion del Ambroxol Clorhidrato en
jarabe.
Huamani (2005), en su trabajo de validacion de métodos de disolucion por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC) de Paracetamol y Diclofenaco

Saédico en comprimidos recubiertos, demostrd que las condiciones de disolucion
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y técnica analitica son confiables ya que los resultados obtenidos demuestran y
respaldan la cuantificacion del Paracetamol y Diclofenaco sédico por completo.

Morales (2004), en su trabajo: Desarrollo y validacion prospectiva de una técnica
analitica por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC) para el Enalapril
10mg tabletas recubiertas, demostré la aplicabilidad del método analitico
propuesto por la USP 26 aun introduciendo cambios significativos en el analisis

del Enalapril por HPLC en el Peru.
2.2. CALIDAD.

Segun la Organizacion Internacional de Estandarizacion (1ISO), el concepto de
calidad esta referida a “La totalidad de los rasgos y caracteristicas de un
producto, proceso O servicio que inciden en su capacidad de satisfacer
necesidades reguladas e implicitas” (Blanco, 2001), (Compario, 2002).

La calidad no es inmediata, sino que sélo es alcanzada si es adoptada “a priori”
una larga serie de medidas que son conformes. (ISO, 1986), (ISO, 1987).

Es el grado de satisfaccion que ofrecen las caracteristicas del producto en
relacion con las exigencias del consumidor al que este se destina. Los atributos
o caracteristicas fundamentales de un producto farmacéutico son: identidad,

pureza, potencia, eficacia, seguridad, estabilidad (Vila, 1997).c

2.3. CONTROL DE CALIDAD.

Conjunto de procedimientos, técnicas y actividades operativas, destinadas a
medir, confrontar y verificar que un producto cumpla con las caracteristicas y
especificaciones planificadas; con una serie de ensayos, analisis o medidas que
se realizan sobre un determinado producto para ver si cumple con ta calidad

especificada (UPCH, 2004).



Son las actividades y técnicas operacionales que son empleadas para cumplir
los requisitos de calidad. El control de calidad involucra tanto el seguimiento
{(monitoreo) del proceso, como la eliminacién de las causas de un desempefio

insatisfactorio para lograr la calidad (ISO, 1986), (ISO, 1987).

2.4. BUENAS PRACTICAS DE LABORATORIO (BPL).

Es un conjunto de normas y reglas, de procedimientos operacionales y practicas
establecidas y promulgadas por determinados organismos como la Organization
for Economic Cooperation and Development (OECD), o la Food and Drug
Administration (FDA), y de la Farmacopea de los Estados Unidos (USP), que se
consideran de obligado cumplimiento para asegurar la calidad e integridad de los
datos producidos en determinados tipos de investigaciones o estudios. Dichas
normas buscan el aseguramiento de la calidad de un laboratorio bajo criterios de
orden y disciplina de trabajo, con la finalidad que los resultados que se obtengan

de éste retinan las condiciones de calidad y seguridad (Compafio, 2002).

Las BPL estan relacionados con la organizacion, proceso y condiciones bajo las
cuales se panifican, realizan, controlan, registran e informan los estudios de los
laboratorios. Las BPL pretenden promocionar la calidad y validez de los datos de
andlisis. Es decir si el trabajo experimental se dirige cumpliendo las BPL, deberia
ser posible para un inspector en un futuro, observar los registros de trabajo y
determinar facilmente, porqué, cémo y por quién realizé el trabajo, quien

llevaba el control, que equipamiento utilizo, etc.(Trillo, 1993).

2.5. VALIDACION.

Se llama validacién a la obtencién de pruebas o evidencias convenientemente
documentadas, demostrando que un método de fabricacién o control es lo
suficientemente fiable como para producir el resultado previsto dentro de

intervalos definidos (Castro y col, 1999).



Validacion es el proceso por el cual se establece, mediante estudios y analisis
de laboratorio, que las caracteristicas de desempefio analitico de un

procedimiento cumpla los requisitos previstos (USP 32, 2009).

El objetivo de la validacion de un método analitico es demostrar que ésta es

adecuado para la finalidad prevista (ICH, 1995).

Los documentos de la ICH aconsejan sobre la necesidad de realizar una nueva
validacion en las siguientes circunstancias: cambios en la sintesis del farmaco,
cambios en la composicion del producto farmacéutico y cambios en el
procedimiento analitico (USP 32, 2009).

“Validacion es la confirmacién por examinaciéon y la provisién de evidencia
objetiva de que los particulares requisitos para un uso especial previsto son

satisfactorios” (ISO/IEC17025, 2005).

2.5.1. TIPOS DE VALIDACION:

. VALIDACION PROSPECTIVA.

Se aplica cuando se desarrolla un nuevo método analitico y se lleva a cabo de
acuerdo con un protocolo establecido y planificado. Comprende el estudio de
todos los criterios para demostrar el buen funcionamiento e idoneidad del

método (Castro y col, 1999).

. VALIDACION RETROSPECTIVA.
Para métodos repetidamente utilizados y no validados anteriormente 'y de los
que se tiene documentacion suficiente para probar la bondad del método

(Castro y col, 1999).

Esta basada principalmente en la revisiéon y analisis de la informacién histérica

del mismo, se realiza en productos que se encuentran en el mercado, cuyo



proceso de manufactura se considera estable y cuando las caracteristicas de los
productos, econdmicamente no justifica hacer una validacion prospectiva o con

caracter concurrente (Espinoza, 2000).
o VALIDACION CONCURRENTE.

Se basa en la informaciéon obtenida durante el desarrollo del mismo; aqui se

toma en cuenta:

a) Monitoreo de variables criticas en el proceso, para demostrar que el mismo
se encuentra bajo control.

b)  Se recolecta datos sobre el proceso productivo.

¢)  Se requiere como minimo tres lotes consecutivos (Espinoza, 2000)
e  REVALIDACION.

Repeticién parcial o total de una validacién debido a cambios efectuados que
puedan afectar a la bondad del método validado (DIGEMID, 1995), (Castro y col,
1999).

Se aplican en métodos previamente validados, pero que deben volver a
evaluarse por variaciones de algun factor instrumental, de la matriz de la muestra
o de la composicion relativa del analito, los criterios a estudiar se deciden en

funcion del tipo de cambio efectuado (Aparicio, 1995).
2.5.2. DATOS REQUERIDOS PARA LA VALIDACION.

Segun la USP 32 (2009), los requisitos de las pruebas farmacopeicas varian
desde determinaciones analiticas muy rigurosas hasta evaluaciones subjetivas
de atributos. Considerando esta amplia variedad es necesario que requieran
diferentes esquemas de validacion, para lo cual se indican las diferentes

categorias a continuacion:



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

productos farmacéuticos terminados.

o Categoria Il.
Procedimientos analiticos para la determinacion de impurezas en farmacos a
granel o productos de degradacion en productos farmacéuticos terminados.

Estos procedimientos incluyen analisis cuantitativos y pruebas de limite.

. Categoria il
Procedimiento analitico para la determinacion de las caracteristicas de

desempefio por ejempio disolucién, liberacion de farmacos.

o Categoria IV.

Pruebas de identificacion.

TABLA 1. Caracteristicas de desempeiio analitico.

categoria Il
Caracteristicas de Andlisis Pruebas de
Desempeiio Analitico Categoria | Cuantitativos Limite Categoria Il Categoria IV
Exactitud Si S * * NO
Precision Si Si NO S NO
Especificidad si Si si * Si
Limite de Deteccion NO NO Si * NO
Limite de Cuantificacion NO Si NO * NO
Linealidad Si Si NO * NO
Intervalo s Si * * NO

* Pueden requerirse, dependiendo de la naturaleza de la prueba

FUENTE. USP32 NF27. Farmacopea de los Estados Unidos de América. 2009

2.5.3 CARACTERISTICAS DE DESEMPENO ANALITICO:

A. ESPECIFICIDAD — SELECTIVIDAD.



Los documentos ICH, la definen como la capacidad de evaluar de manera
inequivoca el analito en presencia de aquelios componentes cuya presencia
resuite previsible, tales como impurezas, productos de degradacion vy

componentes de la matriz (USP 32, 2009), (Huamani, 2005).

Especificidad. Capacidad de detectar el analito sin interferencias de ningln
otro compuesto.

Selectividad. Capacidad de detectar el analito separadamente de sustancias
quimicas diferentes presentes en la muestra (USP 32, 2009).

B. LINEALIDAD E INTERVALO.

Linealidad. Es la capacidad para obtener resultados de prueba que sean
proporcionales ya sea directamente, 0 por medio de una transformacion
matematica bien definida, a la concentracion de analito en muestras en un
intervalo dado (USP 32, 2009).

Intervalo. Es la amplitud entre las concentraciones inferior y superior de analito
en la cual se puede determinar el analito con un nivel adecuado de precision,
exactitud y linealidad, se expresa normaimente en las mismas unidades que los
resultados de la prueba. La ICH recomienda que, para establecer la linealidad se
utilicen normaimente un minimo de cinco concentraciones (USP 32, 2009).

C. EXACTITUD.

La exactitud de un procedimiento anaiitico 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.
Los documentos ICH recomiendan que se evalué la exactitud analiiando un
minimo de nueve determinaciones sobre un minimo de tres niveles de
concentracion. La exactitud puede expresarse como porcentaje de recuperacion

la cual debe estar entre un 98% y 102% (USP 32, 2009), (Douglas, 2005).



D. PRECISION.
Es el grado de concordancia entre los resuitados de las pruebas individuales
cuando se aplica el procedimiento repetidamente a multiples muestreos de una

muestra homogénea. La precision puede ser utilizada como medida del grado de
reproducibilidad o de repetibilidad (USP 32, 2009).

Se expresa como la desviacion estandar o desviacién estandar relativa (RSD)

(Castro y col, 1999). Se puede distinguir dos tipos de estudio.

Repetibilidad. Es la medida de la precisién de un método efectuado en las
mismas condiciones sobre la misma muestra, por un mismo analista, en el
mismo laboratorio, con los mismos aparatos y reactivos, en un corto intervalo de
tiempo (Caétro y col, 1999).

Reproducibilidad. Es la medida de la precisién de los resultados de un método
analitico efectuado sobre la misma muestra, pero en condiciones diferentes
comé diferentes analistas, aparatos, dias, etc.

En andlisis de producto terminado suelen darse coeficientes de variacion
inferiores al 2-3% en el ensayo de repetibilidad y del 4-5% en el ensayo de
reproducibilidad (Castro y col, 1999).

E. ROBUSTEZ.

La robustez de un procedimiento analitico es una medida de su capacidad para
no ser afectado por variaciones pequefas, aunque deliberadas, la robustez
puede determinarse durante la etapa de desarrollo del procedimiento analitico.
En la robustez del método se emplea las pruebas de aptitud del sistema, cuyos
indicadores son €l numero de platos tedricos(N), resolucion(R), factor de cola
(T), desviacion estandar de cinco inyecciones repetidas del analito (USP 32,

2009).
F. LiMITE DE DETECCION.
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Es la cantidad minima de analito en una muestra que puede detectarse, aunque
no necesariamente cuantificarse, en las condiciones experimentales indicadas.
El limite de deteccidon se expresa habitualmente en forma de concentracién de

analito en la muestra (USP 32, 2009), (Quattrocchi, 1992).

G. LIMITE DE CUANTIFICACION.

Es la minima cantidad de analito en una muestra que se pueda determinar con
precision y exactitud aceptables en las condiciones experimentales establecidas.
Se expresa habitualmente en forma de concentracion de la muestra (USP 32,

2009).
2.6. ANALISIS INSTRUMENTAL.
2.6.1. CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA EFICIENCIA. (HPLC).

Es la separacién de los compuestos de una mezcla por su distribucion entre una

fase fija y otra moévil (Kieffer, R. 1993).

Es una técnica de separacion basada en una fase estacionaria sdlida y una fase
movil liquida. Las separaciones se logran por procesos de particidon, adsorcion o
intercambio idnico, segun el tipo de fase estacionaria empleada. Los solventes
empleados deben tener alto poder solubilizante, baja reactividad, seguridad, alta
pureza, donde los componentes de la mezcia interaccionan en distinta forma con

la fase estacionaria y con la fase mévil (USP 32, 2009), (Romero, 2002)
El Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiencia (HPLC), tiene las siguientes partes:

¢ Reservorio de fase mdvil. Contiene la fase movil filtrada y desgasificada.
e Sistema de bombeo. Controla el caudal y regula la presion.

e Sistema de inyeccién. Efecta la inyeccion de la muestra.

e Horno. Controla la temperatura de la columna.

e Columna. Es el corazén del Cromatégrafo.
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o Detector. Produce una sefial caracteristica.
o Registrador. Emite el resultado en forma de cromatogramas (USP 32,
2009), (Garcia, 1991).

2.7. SUSPENSION.
Forma farmacéutica liquida, la cual tiene un sistema bifasico donde se suspende
un sdélido finamente dividido disperso en un liquido; cuyas particulas tienen como
limite inferior de tamarfio de particula 0,1 um. Se requiere de un conocimiento del
comportamiento de las particulas en los liquidos, de los agentes suspensores, de
los agentes saporiferos y de los colorantes para producir una suspension
adecuada. Las suspensiones deben de poseer ciertas propiedades basicas; la
fase dispersa debe sedimentar lentamente o no sedimentar y re-dispersarse con
rapidez al agitar. Las particulas no deben de aglomerarse al sedimentar y la
viscosidad debe permitir que la preparaciéon pueda verterse con facilidad; la
estabilidad quimica de la suspensién es un factor esencial, ademas el producto
debe tener una apariencia atractiva y ser resistente a la contaminacion
microbiana (Remington, 1998).
2.8. VITAMINA D;:
NOMENCLATURA: 9,10 - secocholesta - 5, 7, 10(19) - trien-3-ol, olevitamin Ds;

cholecalciferol; colecalciferol (The Merck Index, 2001).

FIGURAN® 01. ESTRUCTURA MOLECULAR DE VITAMINA Ds,
FUENTE: (THE INDEX MERCK, 2011)
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o Formula molecular. (C27H440).

e Peso molecular. 28464 g/mol.

o Solubilidad. Soluble en solventes organicos usuales, ligeramente soluble en
aceites vegetales. Insoluble en agua. Rango de uv, maximo (alcohol o
hexano): 264.5 nm (The Merck Index, 2001).

e Especificaciones: 90 - 200% de vitamina D; como solucién oral (USP 32,
2009).

La vitamina D, es un heterolipido insaponificable del grupo de los esteroides. Es

una provitamina soluble en grasas. La vitamina D; se encarga de regular el paso

de calcio a los huesos, {a vitamina representa un papel importante en el
mantenimiento de los 6rganos y sistemas a través de mdiltiples funciones como:
la regulacion de los niveles de calcio y fésforo en sangre, promoviendo la
absorcion intestinal de los mismos a partir de los alimentos y la reabsorcion de

calcio a nivel renal (Goodman y Gilman, 2007).

La vitamina D, es la vitamina D natural hallados en los aceites de pescado y es

la que se sintetiza en la piel de! hombre y de los animales luego de la exposicion

de la misma a los rayos solares. También puede formarse por irradiacion del 7-

dehidrocolesterol, por medio de reacciones fotoquimicas complejas la unidad

internacional aceptada para las vitaminas antirraquiticas es 0.025 ug de vitamina

D, pura, cristalina, la dosis preventiva se considera que es de 400 Ul por dia

(Braverman,1980), (Tyler, 1979).

Es una prohormona que en el organismo se convierte en diferentes metabolitos

activos que funcionan como hormonas regulando las actividades de diversas

células. Su accion principal es mantener el calcio piasméktlco dentro de los
niveles normales, para lo cual reduce la excrecion de calcio, y moviliza el calcio

6seo (Ahumada, 2002), (Fiérez, 2003).
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2.8.1. ABSORCION BIO TRANSFORMACION Y EXCRECION.

La vitamina D; se absorbe en el intestino delgado, la bilis es esencial para la
absorcién adecuada, €l principal componente en este sentido de la bilis es el
acido desoxicolato. La via principal de excrecidon de la vitamina es la bilis y solo
un porcentaje pequefio se excreta por la orina (Goodman y Gilman, 2007).

La vitamina D; aumenta la absorcién intestinal tanto de calcio como de fosfatos
y acrecienta la reabsorcion de fosfatos en el rifion. Resulta entonces esencial
para la deposicién normal de fosfato de calcio en los huesos (Tyler, 1979).

El exceso de vitamina se deposita en el tejido graso, se metaboliza en el higado
dando metabolitos inactivos y se excreta por la bilis (Ahumada, 2002).

2.8.2. ACCIONES FISIOFARMACOLOGICAS.
¢ Intestino. Facilita la absorcién de calcio y fosfatos.

¢ Hueso. Facilita la mineralizacidn, su déficit causa raquitismo, osteomalacia,

su exceso produce hipercalcemia.
¢ Rifion. Facilita la reabsorcién de caicio (Ahumada, 2002), (Flérez, 2003).
2.8.3. USOS TERAPEUTICOS DE LA VITAMINA D;,
1. Profilaxia y cura del raquitismo de origen nutricional.

2. Tratamiento del raquitismo metabdlico y osteomalacia, particularmente en

casos de insuficiencia renal crénica. Osteodistrofia renal.
3. Prevencion y tratamiento de fa osteoporosis.

4. Hipoparatiriodismo (Flérez, 2003), (Ahumada, 2002).
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Ill. MATERIALES Y METODOS

3.1. LUGAR DE EJECUCION.

El presente trabajo se realizé en el Area de Fisicoquimica del Servicio de
Control de Calidad de la Universidad Peruana Cayetano Heredia ubicada en la
avenida Honorio Delgado 430 — Urb. Ingenieria del distrito de San Martin de
Porres—Lima. Durante los meses de enero a junio del 2010.

3.2. POBLACION: 500 unidades de suspensiones orales de vitamina Ds
pertenecientes al lote: 104450, con fecha de vencimiento: abril 2013 del
Departamento de Produccion - Laboratorios Industria Especializada S.A. (IESA).
3.3. MUESTRA: 40 frascos de suspensiones orales de vitamina Dz y 5 frascos de
placebo.

3.4. UNIDAD MUESTRAL.: Suspensiones orales de vitamina D3, frasco x 60 mL
que contiene 250Ul de vitamina Ds/5 mL, y placebo frasco x 60 mL.

3.5. RECEPCION DE LA MUESTRA: Se recepcioné 50 frascos de suspensiones
orales de vitamina D; pertenecientes al lote: 104450 y 10 frascos de placebo del
mismo lote con 200 mg de estandar secundario de vitamina D3 cuyo lote fue:
575A0 y una potencia de 107760 Ul/g del departamento de producciéon -
Laboratorios: IESA, las cuales fueron distribuidas de la siguiente manera:

1. Desarrollo de técnica.

20 frascos de suspensiones orales de vitamina D; y 3 frascos de placebo.
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2. Técnica analitica y parametros de validacion.

20 frascos de suspensiones orales de vitamina D; y 2 frascos de placebo.

3. Contramuestra.

10 frascos de suspensiones orales de vitamina D; y 5 frascos de placebo.

3.6. DESARROLLO DE LA TECNICA ANALITICA POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC).

Se desarrolié la técnica analitica teniendo en cuenta la solubilidad del principio

activo, la longitud de onda a la cual ésta se absorbe, evaluacion de

inconvenientes con el placebo, ademas se empleo técnicas USP y otras técnicas

propias del laboratorio como punto de referencia, de tal modo gque se realizd un

pool de 20 frascos de muestra, un pool de 3 frascos de placebo, y un estandar

secundario de vitamina D; con lote: 575A0 detallandose a continuacion las

técnicas empleadas:

1. Se disolvié 10 mg principio activo, 10 mL muestra y 10 mL de placebo en
fiolas de 25 mL con una mezcla de tetrahidrofurano (THF) y acetonitriio (ACN) en
una proporcion de (1:1) como solucién de dilucion, una vez enrasadas se filtro
una porcion aproximadamente de 2 mL en viales HPLC, donde se emple6 una
fase movil de: n-hexano, metanol y acetonitrilo (7:46.5:46.5) con un volumen de
inyeccién de 25 ylL, velocidad de flujo de 1 mL/mim, longitud de onda de 265 nm,
empleando una columna L1, temperatura entre 20- 25°C y un tiempo de
recorrido de 2 horas.

2. Se realizé6 una extraccion con n-hexano en 3 peras de decantacion las
cuales fueron distribuidas para 10 mg de estandar, 10 mL de placebo y 10 mL
de muestra, a la cuales se les afiadié 20 mL agua, 10 mL aicohol, y 25 mL de n-
hexano, se agitd fuertemente y una vez separada las fases se recolectd la fase

hexanica en un matraz. Nuevamente se realizo la extraccion con 25 mL de n-
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hexano, con n- hexano recolectado se llevé a evaporacion en bafic maria a
45°C, reconstituyendo las muestras en 5 mL de alcohol isopropilico las cuales se
fitré y colocéd en viales de HPLC, donde se empled una fase moévil de metanol:
agua (75:25), una columna C18 equivalente a una L1, longitud de onda de 265
nm, volumen de inyeccion de 25 b, velocidad de flujo de 1.5 ml/mim,
temperatura entre 20- 25°C y un tiempo de recorrido de 2 horas.
3. Se pesd 10 mg de estandar, 10 mL de muestra y 10 mbL de placebo a las
cuales se anadié 15 mL de agua como medio dispersante y 25 mL de n- hexano
para la extraccion del principio activo, la fase n-hexanica fue filtrada en viales
HPLC donde se utilizd una fase movil de: acetonitrilo: metanol (80:20) a una
longitud de onda de 265 nm, con una columna C8 equivalente a una L7, volumen
de inyeccion de 25 L, una velocidad de flujo de 1.5 mUmin. temperatura entre
25- 30°C y tiempo de recorrido de 2 horas.
3.7. TECNICA ANALITICA POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
RESOLUCION (HPLC).
Se prepard un pool de 20 frascos de suspensiones orales de vitamina D; y un
pool de 2 frascos de placebo pertenecientes al lote: 104450, se empled un
estandar secundario de vitamina D; cuyo lote es: 575A0 con una potencia de
107760 Ul/g empleandolo en la técnica y parametros de validacion.
3.7.1. PREPARACION DE LA SOLUCION MADRE DEL ESTANDAR:
Se pesé aproximadamente 23.2 mg de vitamina D; (equivalente a 2500 Ul), a la
cual se agregd 15 mL de agua como dispersante, luego se procedid a agitar por
rotacion manual por espacio de 5 minutos y trascurrido el tiempo se afiadié 50
mL de n-hexano volumétricamente, nuevamente se agité fuertemente por
espacio de 10 minutos observandose la formacion de dos fases una acuosa y la
otra hexanica, se tomé la parte hexanica para los analisis, concentracion: 50

Ul/mL.
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3.7.2.  PREPARACION DE LA SOLUCION MADRE DE LA MUESTRA:

Se pesd un volumen de 50 mL de suspension de vitamina D, (equivalente a
2500 Ul), se agregd 15 mL de agua como dispersante, se procedid a agitar por
rotacién manual por espacio de 5 minutos y trascurrido el tiempo se afadié 50
mbL de n-hexano volumétricamente, nuevamente se agité fuertemente por
espacio de 10 minutos observandose la formacién de dos fases una acuosa y la
otra hexanica, se tomd la parte hexanica para los analisis, concentracion: 50

Ul/mL.

3.7.3. SISTEMA CROMATOGRAFICO:

Fase moévil : Acetonitrilo: Metanol (80:20)

Columna cromatografica : zorbaxEclipse XDB -C8 (4.6 x150mn, 5uym)
Longitud de onda : 265 nm.

Velocidad de flujo 2 1.5mLU/min.

Volumen de inyeccion 1 25 pL.

Temperatura :25-30°C

3.7.4. PROCEDIMIENTO:
Se inyecti por separado las soluciones del estandar y muestra, registrandose asi
las areas de los cromatogramas correspondientes calcular la cantidad de

vitamina D; presentes en la muestra aplicando la siguiente féormula:

vit D3 {yi/md) - Area de MTA x peso ST x Potencia ST x vol. dilucién MTA x Densidad MTA
Area ST x Vol. dilucién ST x peso MTA -

3.8. DISENO METODOLOGICO POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
RESOLUCION (HPLC).

3.8.1. DESARROLLO DE LOS PARAMETROS DE VALIDACION.
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3.8.1.1. ESPECIFICIDAD — SELECTIVIDAD.

1. Identificacion de los picos pertenecientes al estandar y muestra de
vitamina D,.

Preparacion del estandar.

De la soluciéon madre del estandar se cogié 2mL de la capa hexanica y fue
diluida en 5 mL con diluyente (n-hexano) obteniendo una concentracion de 20
Ul/mL., correspondiente al 100%.

Preparacion de la muestra.

De la solucion madre de la muestra se cogié 2 mL de la capa hexanica y fue
diluida en 5 mL con diluyente (n-hexano) obteniendo una concentracién de 20

Ul/mL., correspondiente al 100%.

2. Identificacion de los picos pertenecientes al placebo, diluyente, fase

movil y productos de degradacion.

Preparacion del placebo. Se pesé 10 mL de placebo provenientes de un pool
de 2 frascos en una fiola a la cual se anadié 15 mL de agua para dispersaria y se
agit6é por espacio de 5 min. Trascurrido el tiempo se afiadié 25 mL de n-hexano y
nuevamente se agitd fuertemente por 10 min. Se agregd 1 g de cloruro de sodio
para acelerar la separacion de las fases del cual se cogid 2 mL de Ila fase

hexanica para ser filtrada y colocada en un vial, e inyectados en el HPLC.

Preparacion de la fase movil. Se realizé una mezcla de 10 mL de acetonitrilo y
metanol grado HPLC cuya proporcién fue de 80:20 respectivamente, del cual se

cogid vy filtro 2 mL de mezcla en un vial para ser inyectados en el HPLC.

Diluyente. Se filtrd y colocé 2 mL de n-hexano en un vial para ser inyectado

en el HPLC.
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Preparacion de productos de degradacion. Se cogidé 25 mL de muestra en 3
frascos, donde el primer frasco fue sometido a temperaturas elevadas de 60-
80°C en estufa por 8 horas diarias por 3 dias, el segundo frasco fue sometido a
oxidacion con 15 mL peroxido de hidrogeno, el tercer frasco fue sometido a
exposicidon de 10 horas diarias a luz blanca por espacio de una semana, para
asi obtener productos de degradacién. Cumplido dicho objetivo se procedid a
tomar 10 mL de cada muestra en diferentes fiolas a las cuales se les afiadié 15
mL de agua, se procedi6é a agitarlas por 5 minutos, trascurrido el tiempo se les
afiadié 25 mL de n-hexano y nuevamente se agitd por 10 min. Se filtré y colocé 2
mL de la parte hexdnica en viales, las cuales fueron evaluados en el equipo del
HPLC.

3.8.1.2. LINEALIDAD E INTERVALO.

1. LINEALIDAD DEL SISTEMA.

Se realiz6 7 diluciones de la solucion madre del estandar para obtener
soluciones en el siguiente intervalo. 80%, 90%, 100%, 125%, 150%, 200%,
250% que establecieron ia curva de calibracién, obteniéndose como ef 100%

la concentracién de 20 Ul/mL. Las cuales fueron analizadas por triplicado.

Estandar 80%. Se midié 1.6 mL de la solucion madre del estandar en una fiola

de 5mL, mezclar y enrasar a volumen con diluyente. Concentracion: 16 Ul/mL.

Estandar 90%. Se midié 1.8 mL de la solucidon madre del estandar en una fiola

de 5 mL, mezclar y enrasar a volumen con diluyente. Concentracion: 18 Ul/mL.

Estandar 100%. Se midid 2 mL de la solucion madre del estandar en una fiola

de 5 mL, mezclar y enrasar a volumen con diluyente. Concentracién: 20 Ul/mL.

Estandar 125%. Se midié 2.5 mL de la soluciéon madre del estandar en una fiola

de 5 mL, mezclar y enrasar a volumen con diluyente. Concentracion: 25 Ul/mL.
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Estandar 150%. Se midid 3 mL de la solucion madre del estandar en una fiola

5 mL, mezclary enrasar a volumen con diluyente. Concentracién: 30 Ul/mL.

Estandar 200%. Se midid 4 mL de la solucion madre del estandar en una fiola

de 5 mL, mezclar y enrasar a volumen con diluyente. Concentracion: 40 Ul/mL.

Estandar 250%. Se midi6 5 mL de la solucidn madre del estandar filtrarla y

colocarlo en viales para ser inyectados en el equipo. Concentracion: 50 Ul/mL.
2. LINEALIDAD DEL METODO.

Se realizo 7 diluciones de la solucion madre de la muestra para obtener
soluciones en el siguiente intervalo: 80%, 90%, 100%, 125%, 150%, 200%,
250% que establecieron la curva de calibracién, teniéndose como el 100% la
concentracion de 20 Ui/mL. Las cuales fueron analizadas por triplicado. Realizar
las diluciones del mismo modo que la del estandar y asi obtener las mismas

concentraciones.
3.8.1.3. EXACTITUD.

Para la evaluacion de este parametro se realizé por el método de adicion de
estandar, para el cual se afadié cantidades conocidas de estandar a diferentes
muestras dentro del intervalo dado de: 80%, 100%, 150%,200%, 250%, el cual

se efectud de la siguiente manera:
1. Preparacion de la solucion muestra de referencia.

Se pesod volumétricamente 10ml de la muestra (500 Ul) en una fiola a la cual se
le afiadié 15 mL de agua, se agitdé por 5 min. Para su dispersion, posteriormente
se le afiadié 25 mL de n-hexano, se agitdé fuertemente por 10 min. Obteniendo

asi la concentracion de 20 Ul/mL en la capa hexanica, correspondiente al 100%.
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2. Preparacion de 5 niveles de concentracion con adicion de estandar.

Adicion del 80%. Se pesé 10 mL volumétricamente en una fiola equivalente al
100% a la cual se le afiadid una cantidad pesada aproximada de 3.711 mg de
estandar que equivalente al 80% obteniéndose asi un 180% de concentracion
final.

Adicion del 100%. Se peséd 10 mL volumétricamente en una fiola equivalente al
100% a la cual se le afiadié una cantidad pesada aproximada de 4.63 mg de
estandar que equivalente al 100% obteniéndose asi un 200% de concentracion
final.

Adicion del 150%. Se pesd 10 mL volumétricamente en una fiola equivalente al
100% a la cual se le afadié una cantidad pesada aproximada de 695 mg de
estandar que equivalente al 150% obteniéndose asi un 250% de concentracion
final.

Adicion del 200%. Se pesé 10 mL volumétricamente en una fiola equivalente al
100% a la cual se le afiadié una cantidad pesada aproximada de 9.27 mg de
estandar que equivalente al 200% obteniéndose asi un 300% de concentracién
final.

Adicion del 250%. Se pesd 10 mL volumétricamente en una fiola equivalente al
100% a la cual se le afadidé una cantidad pesada aproximada de 11.59 mg de
estandar que equivalente al 250% obteniéndose asi un 350% de concentracion

final.

[ %R= Xh x100 / Xa ]

%.R: Porcentaje de recuperacion,

Xh: Cantidad de analito hallada,
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Xa Cantidad de analito agregada.

El porcentaje de recuperacion debe estar entre el 98-102%
3.8.1.4. PRECISION.
1. Precision del sistema.

De la solucion madre del estandar se cogié 2 mL de la capa hexanica, la cual se
llevd a enrase en una fiola de 5 mL para obtener la concentracion de 20 Ul/mL
equivalente a nuestro 100%.

2. Precision del método.

2.1. Repetibilidad:
Se prepard cinco niveles de concentracion de muestra para determinar la

precision las cuales fueron al 80%, 100%, 150%, 200%, 250%. Se pesardn
volumétricamente 8, 10, 15, 20, 25 mL respectivamente para estos cinco niveles
de concentracion, a las cuales se le afiadieron 15 mi de agua para su dispersion,
se agité por espacio de 5 min, transcurrido el tiempo se afadii 25 mL de
diluyente y nuevamente se agitdé por 10 min. Obteniéndose asi en la capa
hexanica las concentraciones deseadas. Las cuales fueron inyectadas por
triplicado.

2.2. Reproducibilidad:

Se realiz6 la preparacion de los cinco niveles de concentracion por dos analistas
diferentes, realizando el procedimiento citado en el ensayo de repetibilidad, las

cuales fueron inyectadas por triplicado.
3.8.1.5. LIMITE DE DETECCION Y CUANTIFICACION.

Se prepar6 cinco niveles de concentracion a partir de la solucion madre del
estandar para establecer los limites de deteccion y cuantificacion siendo estas

las siguientes: 5%, 12.5%, 25%, 50%, 75%. Las cuales fueron analizadas por
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triplicado. Obteniéndose asi una ecuacion lineal.

Estandar 5%. Se midi6é 100 ul de solucidon madre del estandar en una fiola de

5 mL, mezclar y enrasar con diluyente a aforo. Concentracion: 1 Ul/mL.

Estandar 12.5%. Se midié 250 uL de solucién madre del estandar en una fiola

de 5mL, mezclar y enrasar con diluyente a aforo. Concentraciéon: 2.5 Ul/mL.

Estandar 25%. Se midi6 500 uL de solucion madre del estandar en una fiola de

5mL, mezclar y enrasar con diluyente hasta aforo. Concentraciéon: 5 Ul/mL.

Estandar 50%. Se midié 1 mL de solucion madre del estandar en una fiola de

5mL, mezclar y enrasar con diluyente a aforo. Concentracion: 10 Ul/mL.

Estandar 75%. Se midié 1.5 mL de solucion madre del estandar en una fiola de

5mL, mezclar y enrasar con diluyente a aforo. Concentracién: 15 Ul/mL.

Limite de deteccion.

{ LD =33S/b ]
Limite de cuantificacion.

[ LC=108/b ]
Dénde.
S: la ordenada en el origen de la curva de calibrada,

b: pendiente de la curva calibrada.

3.8.1.6. ROBUSTEZ.

Evaluacion de la prueba de aptitud del sistema. Se procedi6 a inyectar
repetidas veces €l estandar al 100% de prueba para determinar los parametros

de:
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o Platos tedricos (N).
¢ Resolucion(R).
o Factor de cola (T).

o Coeficiente de variacion (RSD <2%).

3.9. ANALISIS ESTADISTICO:
1. LINEALIDAD

La linealidad se determiné mediante la ecuacion del a recta
[ Y=bx+a ]

Y :respuesta cromatografica

b : pendiente de la recta, angulo de inclinacién de la recta.
X : concentracion del analito

a :Intercepto

“‘b” se obtiene de:

YXy-¥x.2y

n

>x? - (5

",

“a” se obtiene de:

_ 2y -b¥x
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Coeficiente de correlacion r: indica el grado de relacion o ligacion existente
entre las variables x (concentracion) e y (Respuesta en Area). Si es cercano ala
unidad significa que existe correlaciin con una probabilidad elevada, en analisis

quimicos se obtienen valores mayores o iguales a 0.99.
Test de hipotesis para el coeficiente de correlacion “r”.

Ho: resiguala0
H.: r es diferente de 0

Criterio de aceptacion: “r’ no debe ser significativamente diferente de 1

2Y-2X2Y
n

VR

Coeficiente de determinacion r’ indica la proporcion de la varianza total de y.

Test de hipotesis para demostrar la regresion lineal en funcion del

coeficiente de correlacion.

Ho: No hay correlaciona entre x e y
H,: hay correlacién entre xe y

Criterio de aceptacion: si el valor de t experimental es mayor al del t de tabla
calculada para n-2 grados de libertad y un nivel de significancia del 95%

(probabilidad a=0.05) entonces existe una correlacion lineal significativa

Donde:

Ir{ /(n-2
exp — \/W
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Test de linealidad: criterio de aceptacién: RSD < 5%

[ f=y/x ]

Significancia estadistica de la varianza de la pendiente “b”.
Test de hipotesis (a =0.05), para la pendiente ‘b”
Hol b=0

H..b#0

Criterio de aceptacion “b” debe ser significativamente diferente de cero. Donde:

Varianza de la pendiente:

2
Sy

PR, = i
X (Ixf n

Varianza del error experimental total: s xy

| 3y-azy-bExy

n-2

Sy

Desviacion estandar de la pendiente: Limite de confianza

[ b +t tabla« Sb J

Donde: t ;s €s el valor de la distribucién de t- Student para (n-2) grados de

libertad a la probabilidad del 95%(a=0.05)
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calculo del valor del ¢ experimental

[ texp.='b|/Sb ]

Criterio de aceptacion. Sit o > twne para a=0.05 y (n-2) grados de libertad,

entonces b es significativamente diferente de cero y rechaza la hipétesis nula H,

Test de proporcionalidad.

Significancia estadistica de la varianza del intercepto “a” H, a=0

Varianza del intercepto:

( S%a = S%b. (¥x4/n) }

Limite de confianza del intercepto:

[ az ttabla . Sa J

Donde ttabla es el valor de la distribucion de t - student para (n-2) grados de

libertad con una probabilidad del 95% (a=0.05).

( tep= 1al/8Sa }

Criterio de aceptacion: si t ¢ < t v para (¢=0.05) y (n-2) grados de libertad,

Calculo de t experimental:

entonces el valor de “a@” es aceptable y existe una correlacion lineal significativa
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EXACTITUD.

Se determiné mediante la aplicacion de t de Student
Criterio de aceptacion. Si el t experimental es menor al t de tabla para (n-1)
grado de libertad y un nivel de significancia del 95%(a=0.05), entonces no existe

diferencia significativa entre la recuperacion media y la cantidad afadida

1100-R1 NV n
RSD

Texp =

R: Porcentaje de recuperacion promedio de todos los datos

n: Numero de datos o mediciones

RSD: Desviacion estandar relativa total de mediciones.

PRECISION.

Se expresa matematicamente como la desviacidon estandar (S) o como

desviacién estandar relativa (RSD).

[S=l/ S % XY ) |

[ RSD = S/X.100 ]

Intervalo de confianza del 95%individual de la media

[ P= Xttty .n">S J
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IV. RESULTADOS
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TABLA N° 01. Desarrollo de la técnica analitica para la determinacion de

vitamina D; empleando diferentes tratamientos, Lima 2010.

MTA DILUY.

A
{nm

)

COLUMNA

FA SE

V. OL
INYE.CCO'N

VELOC.
DE
FLUIO

THVIP@.DE
RE TN JON
{mim).

RESULTADO

MeOH:
Estandar THF: ACN: 1.0 5.362
1 Placebo ACN 265 u hexano 25 UL mL/min * INADECUADO
Muestra 11 (46.5:4 *
6.5:7)
Estandar ;:] c';:; MeOH: 15 5.212
2 Placebo isopropf c18 AGUA 25 UL i /min * INADECUADO
Muestra ) (75:25) *
ico
Estandar MeOH: 3.341
3 placebo ir::n'; 265 a8 ACN 25 UL ml_ll'fmn * ADECUADO
Muestra (20:80) 3.337

*« & o @

* no se obtuvo tiempo de retencion
MeOH: Metanol; ACN: Acetonitrilo; THF: Tetrahidrofurano.
Inadecuado: debido a que existen interferencias det placebo en la muestra para la determinacion def analito.
Adecuado: debido a que no existe interferencia del placebo en la determinacién del analito.
Todos los tratamientos se realizé6 con un tiempo de corrida de 2 horas para cada muestra.
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GRAFICON° 01. Cromatograma obtenido por H.P.L.C del estandar de vitamina
D; Colecalciferol 20 Ui/mL, mostrando el tiempo de

retencion; Lima 2010.
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GRAFICO N° 02. Cromatograma obtenido por H.P.L.C de la muestra de
vitamina D; Colecalciferol 20 Ul/mL, mostrando el tiempo

de retencion; Lima 2010.
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Datos de la recta: pendiente 0.789, interseccion -0.655, coeficiente de determinacion 0.999, coeficiente de
correlacion 0.999, suma de cuadrados residuales 0.7761, Lima 2010

GRAFICO N° 03. Curva de regresion lineal para determinar la linealidad de las
soluciones estandar de vitamina D; Colecalciferol en el
intervalo de 16— 50 Ui/mL. (80%-250%), Lima 2010.
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Datos de la recta: pendiente 1.069, interseccion -0.315, coeficiente de determinacion 0.999, coeficiente de
correlacién 0999, suma de cuadrados residuales 1.61023, Lima 2010.

GRAFICO N° 04. Curva de regresion lineal para determinar la linealidad de las
soluciones muestra de vitamina D, Colecalciferol en el
intervalo de 16 —50 Ul/mL. (80%-250%), Lima 2010.
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TABLA N° 02. Evaluaciéon de los parametros estadisticos para establecer la
linealidad del estandar y muestra de vitamina D; Colecalciferol,
Lima 2010.

RESULTADO

PARAMETROS ESTADISTICOS
ESTANDAR MUESTRA

» TEST DE HIPOTESIS PARA EL COEFICIENTE DE CORRELACION “r”

t Experimental 137.7026 137.703
t tabla 2.0930 2.0930
criterio de aceptacion fep >t fapia CUMPLE CUMPLE

» TEST DE LINEALIDAD

Promedio (X) de f 0.7628 1.0560
Desviacion estandar (S) de f 0.0121 0.0148
Desviacion estandar relativa (CV) de f 15926 1.4026
Criterio de aceptacion CV < 5% CUMPLE CUMPLE

» TEST DE SIGNIFICANCIA DE LA VARIANZA DE LA PENDIENTE “b”

Varianza 0.0001 0.00029
Desviacién estandar 0.0107 0.01689
Limite de confianza inferior 0.7666 1.03365
Limite de confianza superior 0.8114 110435
t experimental 73.6810 73.6810
t1abia 2.0930 2.0930

Criterio de aceptacion T ep > T tapia CUMPLE CUMPLE

» TEST DE PROPORCIONALIDAD DE LA VARIANZA DEL INTERCEPTO "a"

Varianza 0.1091 0.26918
Desviacion estandar 0.3304 0.51883
Limite de confianza inferior -1.3464 -1.40091
Limite de confianza superior -0.0364 -0.27965
t experimental 1.9827 0.60714
t tabla 2.0930 2.0930

Criterito de aceptacion T exp<T tabla CUMPLE CUMPLE
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TABLA N° 03. Porcentaje de recuperacion de la vitamina D; Colecalciferol en

funcion de la cantidad hallada para la determinacion de la
exactitud del método. Lima 2010.

Muestra (45 Cantidad agregada Area Cantidad hallada % Recuperacen
) (mg) (mg)
3.8 32.0920 3.7446 99.52
80% 3.8 322942 3.7981 100.93
3.8 ' 32.2696 3.7916 100.76
4.8 36.1005 4.7475 99.54
100% 4.8 36.2070 4.7757 100.13
4.8 36.1158 47516 99.62
6.9 456806 6.9187 100.39
150% 6.9 45,2196 6.8025 98.70
6.9 453936 6.8464 99.34
93 54.9996 9.295 100.06
200% 9.3 55.0924 9.3185 100.31
9.3 54.5402 9.1785 98.92
116 63.9435 11.616 100.14
250% 11.6 63.5910 11.5264 99.37
116 63.9144 11.6086 100.07
Promedio 99.85
Desviacion 064
Desviacion estandar relativa (RSD) 0.64
Numero de datos (n) 15.00
Grados de libertad (gl) 14.00
t experimental 1.72
t tabla(a= 0.05 ;gl 14) 2.15

t experimental < t tabla

Especificacion: porcentaje de recuperacion segiin la USP 32 se debe encontrar entre 98-102°/intervalo
de confianza (98.4861 - 101.2206) % .Lima2010
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TABLA N° 04. Variabilidad de respuestas de la solucion estandar al 100% de

vitamina D; colecalciferol para evaluar de la precision del

sistema. Lima 2010.

INY[?CQC?CENES MUESTRA(%)
1 100% 153328
2 100% 15.2057
3 100% 15.0598
4 100% 15.2106
5 100% 153221
6 100% 15.0862
PROMEDIO (X) 15.1820
DESVIACION ( S) 0.1180
DESVIACION ESTANDAR REALTIVA (RSD) 0.7769

Muestra 100% (20U/mL), Especificaciones RSD $2%
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TABLA N° 05. Resultados del ensayo de repetibilidad de la muestra en funcién

del % hallado a en el intervalo de 16Ul/mL - 50 Ul/mL (80%-

250%) para determinar la precision del metodo, Lima 2010.

Muestra (%) Cantidad Cantidad % Hallado
pesada (g) haltada (UlI/mL)

113921 15.7580 306.046 122.418

80% 11.3921 153722 298553 119.421
11.3921 15.6357 303.669 121.468

14.3109 19.6882 304.388 121.755

100% 143109 19.5702 302.564 121.026
143109 19.5906 302.879 121.152

235886 32.0513 300.630 120.252

150% 235886 32.4980 304.819 121.928
235886 323289 303.234 121.293

29.1652 39.7897 301.852 120.741

200% 29.1652 39.9012 302.698 121.079
29.1652 40.5046 307.275 122910

35.1505 48.0835 302.659 121.063

250% 35.1505 475269 299.155 119.662
35.1505 483928 304.605 121.842

Promedio (X) 121.201

Desviacion (S) 0.943
Desviacion esténdar relativa (RSD) 0.778

Cantidad declarada: 250 Ul/5mL, especificaciones:{ 90 - 220) % de lo declarado, intervalo de confianza
(119.1783— 123.2230) %.Lima 2010.
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TABLA N° 06. Ensayo de reproducibilidad establecida por dos analistas en un

intervalo de 16Ul/mL- 50 U/mL (80%- 250%).para determinar

la precision del método. Lima 2010.

Muestra C:;’::;Zd c::st:cj;d Z’ Ha.llado % Ha.llado
Analista 1 (g) Analista 2 {g) nalista 1 Analista 2
80% 11.3921 11.0221 122.418 120.404
80% 11.3921 11.0221 119.421 121.723
80% 11.3921 11.0221 121.468 121.767
100% 14.3109 14.3202 121.755 121.844
100% 14.3109 14.3202 121.026 121.305
100% 14.3109 14.3202 121.152 120.991
150% 23.5886 23.5602 120.252 122.248
150% 23.5886 23.5602 121.928 121.737
150% 23.5886 23.5602 121.293 121.356
200% 29.1652 30.7652 120.741 121.818
200% 29.1652 30.7652 121.079 121.351
200% 29.1652 30.7652 122.910 121.350
250% 351505 37.1865 121.360 121.807
250% 35.1505 37.1865 119.662 122.139
250% 35.1505 37.1865 121.842 121.917
PROMEDIO 121.220 121.584
DESVIACION 0.943 0.470
DESVIACION ESTANDAR RELATIVA (RSD) 0.778 0.387
DESVIACION ESTANDAR RELATVA (RSD) 0.622

Cantidad declarada: 250 Ul/5ml, especificaciones:( 90 - 220) % de lo declarado, intervalo de confianza
(119.1783— 123.2230) %., desviacion estandar relativa RSD entre dos analistas< 4%Lima 2010.
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Datos de 1a recta: pendiente 0782, interseccion -0.227, coeficiente de determinacion 0998, coeficiente de correlacién 0.998,
suma de cuadrados residuales 0.379, limite de deteccién 0.949 Ul /mL, limite de cuantificacién 2903 Ul/ mL. Lima 2010.

GRAFICO N° 05. Curva de calibracion para establecer el limite de deteccion y el
limite de cuantificacion de la vitamina D; colecalciferol en los

intervalos de 1UI/mL-15UlI/mL ( 5% -7 5%). Lima 2010.
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TABLA N° 07. Inyecciones repetidas de! estandar en la prueba de aptitud del

sistema cromatografico, para evaluar de la robustez y

calificacion instrumental, Lima 2010.

Ne DE INYECCIONES MUESTRA(%)
1 100% 15.3328

2 100% 15.2057

3 100% 15.0598

4 100% 15.2106

5 100% 15.3221

6 100% 15.0862

7 100% 15.0571

8 100% 15.0603

9 100% 15.3131

10 100% 151047
PROMEDIO (X) 15.1752
DESVIACION ( S) 0.1159
DESVIACION ESTANDAR RELATVA 0.7641

Muestra 100% (20Ul/mL), Especificaciones RSD <2%
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V. DISCUSION

En el presente trabajo se desarrollé y evalué todos los parametros establecidos
en la USP 32 para la categoria | tales como: Especificidad - selectividad,
linealidad, exactitud, precisién, limite de deteccion, limite de cuantificacion y
robustez;, donde los resultados se encuentran dentro de los limites de
especificacion.

En la Tabla N° 01, se observan los datos para el desarrollo de la técnica analitica
para la determinacién de vitamina D; en la cual el estandar, placebo y muestra
fueron sometidos a deferentes medios de ensayo, columnas y fases moéviles. En
el Tratamiento 1, se aplicd lo mencionado en la USP 32 para vitaminas
oleosolubles e hidrosolubles con minerales en solucién oral, observandose un
tiempo retencién para el estandar de 5362 minutos, pero en la muestra y
placebo se obtuvo una serie de picos acoplados que dificultaron la identificacion
de la vitamina D; resultando ser asi una técnica inadecuada por la presencia de
interferentes del placebo en la muestra esta presencia posiblemente se deba a la
miscibilidad del tetrahidrofurano y acetonitrilo con el agua y otros compuestos
polares. El Tratamiento 2, se obtuvo un tiempo de retencién del estandar de
5.212 minutos, pero en la muestra y placebo se obtuvo una serie de picos
acoplados que dificultan la identificacién de la vitamina D; resultando ser asi una

técnica inadecuada, debido a que en €l proceso de extraccion de la muestra se
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ve afectada por la presencia de interferentes posiblemente provenientes del
placebo, arrastrados en el momento de la extraccion, posiblemente se deba a la
miscibilidad del n-hexano y el alcohol, asimismo el alcohol es miscible con
algunos compuestos solubles en agua. Finalmente en el Tratamiento 3, se
observa una técnica analitica adecuada para la determinacién de vitamina D;
debido a que se identificd el tiempo de retencién de vitamina D; en el estandar
que fue de 3.341 minutos y en la muestra de 3.337 minutos, siendo asi que el
placebo no interfiere en su identificacion y cuantificacién, ademas se realizd
adicion de estandar al placebo donde se puede recuperar el analito con una alta
exactitud, el agua empleada solo fue para dispersar la muestra que poseia una
alta densidad al igual que el placebo, la extracciéon con n- hexano nos permitié
recoger solo algunas sustancias miscibles en ella, se emple6 cloruro de sodio
para romper la emulsion formada obteniendo asi una solucidon de n-hexano
limpia. |

En el Grafico N° 01, se observa el cromatograma perteneciente al estandar en el
que el pico de la vitamina D; tiene un tiempo de retencion de 2.341 minutos y en
el Grafico N° 02, se observa el cromatograma perteneciente a la muestra en el
que el pico de la vitamina D, tiempo un de retencion de 2337 minutos, ademas
en los Anexos N° 01, 02 y 03 se observan los picos del: placebo, fase movil,
diluyente, como posibles “interferentes”, sin embargo, estos picos no influyen en
la identificacion de la vitamina D; debido a que no presentan ninguna sefial
emitida en el tiempo de retencién del principio activo, y en los Anexos 04, 05 y 06
observamos que no se encuentran productos de degradacion, que interfieran
en la identificacion de la vitamina Ds; por lo tanto la técnica analitica es
especifica y selectiva.

Morales (2004), en su trabajo para la determinacién del Enalaprit en tabletas por

HPLC menciona que el método analitico empleado es selectivo y especifico
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debido a que los excipientes de la formulacion no interfieren en la determinacién
del principio activo, ya que no se detecta ninguna respuesta significativa en el
cromatograma obteniendo un valor de 0% de sefnal siendo el maximo de 0.5%.
En el Grafico N° 03, se observa un modelo lineal perteneciente a los datos del
estandar, cuya ecuacion de la recta es y = 0.789X - 0.655, con un coeficiente de
correlacion r = 0.999, siendo el valor minimo de 0.995, donde el valor de r debe
aproximarse a la unidad 1a cual indica el grado o intensidad de asociacion entre
las variables X e Y, se hallé un coeficiente de determinacion de r* = 0.999, el cual
indica que el 99.9% de la variacion en la respuesta Y se debe a la influencia de
la variable X, por lo tanto; los valores hallados indican que existe una relacién
lineal entre las variables concentracién (x) y respuestas (y). Bellido (2007), en su
trabajo de validacion para la determinacion de Ambroxol en jarabe por HPLC,
reporta un coeficiente de determinacion de: 0.9998, lo cual menciona que existe
una correlacién con una probabilidad del 99.98% entre las variables.

En el Grafico N° 04, se observa un modelo lineal perteneciente a los datos de la
muestra, cuya ecuacion de la recta es y = 1.069X - 0.315, con un coeficiente de
correlaciéon r = 0.999, siendo el valor minimo de 0.995, donde el valor de r debe
aproximarse a la unidad la cual indica el grado o intensidad de asociacion entre
las variables X e Y, se hallo un coeficiente de determinacion de r*= 0.999, lo cual
indica que el 99.9% de la variacidén en la respuesta Y se debe a la influencia de
la variable X, por lo tanto los valores hallados indican que existe una relacion
lineal entre las variables concentracion (x) y respuestas (y). Bellido (2007), en su
trabajo de validacién para la determinacién de Ambroxol en jarabe por HPLC,
reporta un coeficiente de determinaciéon de: 0.9997, y menciona que existe una
correlacién con una probabilidad del 99.97% entre las variables.

Morales (2004), en su trabajo para la determinacién del Enalapril en tabletas

recubiertas por HPLC, report un valor de r = 0.99970 y un valor de > = 0.9994

45



con lo que demuestra que existe una relacidn lineal entre las variables
concentracion y respuestas.

En la Tabla N° 02, para confirmar la regresion lin_eal del estandar y muestra se
aplicoé un test de regresion (t -Student) mencionada en Quattrocchi (1992), donde
debe cumplirse: el valor de tep > tiana con una probabilidad de cometer error de
(a = 0.05) para n - 2 grados de libertad y un nivel de significancia del 95%,
encontrando asi un tep (137.7026) >t (2.093) para el estandar y un t o
(137.703) > 1t yna (2.093) para la muestra con lo que queda demostrado que
existe una correlacion lineal significativa entre x e y (r # 0). Asi mismo se
determiné el coeficiente de variacion o (RSD) de los factores de respuesta “f’
siendo el valor maximo 5%, donde el estandar obtuvé un RSD f = 159%, vy la
muestra obtuvé un RSD f = 140%, lo cual demuestra la condicion de
proporcionalidad ya que los valores superiores a 5% indican faita de linealidad,
tal como se menciona Castro (1999). En la evaluacion de la varianza de la
pendiente “b” donde debe cumplirse: t x>t @pia, S€ halld Un tegp (73.6810) > ¢ a0
(2.093) para el estandar y un te, (63.2910) > t . (2.093) para la muestra, con
ello estos valores demuestran una relacion lineal significativa, entonces “b” es
significativamente diferente: de cero. Ademas el valor positivo del limite de
confianza inferior indica que a un nivel del 95% la pendiente: b > 0. Finaimente
se evaluo la varianza del intercepto “a” donde debe cumplirse: f ¢ < t1apia, Y S€
hallé un t ¢, (1.9827) <t (2.093) para el estandar y un t o (0.6071) < tiapa
(2.093) para la muestra, lo cual indican una relacién lineal entre las variables, se
observa ademas que el valor cero se encuentra dentro de los intervalos de
confianza para el intercepto, quedando estadisticamente demostrado Ia
linealidad del estandar (sistema) y linealidad de la muestra (método). En estudios
similares se observan resultados que respaldan la confiabilidad de nuestros

resultados tales como: Prado (2008), quien trabajo en la cuantificacion de
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Dexametasona y Ciprofloxacino en suspension oftalmica por HPLC, donde
reporta valores de: t op (109.01) > t e (2.160) para la correlacion del sistema y
valores de t ¢, (48.995) > t 1.1, (2.365) para la correlacion de la muestra ,valores
de RSD (estsndgan f = 134 Yy RSDinuestray T = 10378% menores al limite
especificado de 5%, en la evaluacion de la varianza de “b“ obtiene un t
(109.07) > t a0 (2.160), para el estandar y un t oy, (48.9952) > t (4, (2.365), para
la muestra, finalmente en la evaluacion del intercepto “a“ donde se obtiene un t
op (2.127) < tiana (2.160) para el estandar y un t o (2.274) < tapa (2.365) para
la muestra demostrando asi la condicion de linealidad establecida entre las
variables X e Y en el sistema y método.

En los Anexos 08 y 09, se observan el intervalo establecido tanto para el
estandar como para la muestra las cuales fueron del: 80% - 250% cumpliendo
las especificaciones minimas de (80 - 120)% establecidas para producto
terminado, la cual se determin6 con precision, exactitud, y linealidad. Por lo tanto
cumple con los parametros establecidos por la USP 32.

Prado (2008), trabajé en la cuantificacion de Dexametasona y Ciprofloxacino en
suspension oftalmica por HPLC donde menciona que el intervalo establecido
cumple con los criterios de linealidad, exactitud y precision del método.

En la Tabla N° 03, se determind el porcentaje de recuperacion media que fue de
99.85%, la cual se encuentra dentro de los limites establecidos (98% - 102%), se
obtuvo una desviacion estandar relativa (RSD) de 0.64% siendo el valor maximo
2%. Para demostrar que no hay diferencia significativa entre la recuperacién
media y el 100% se aplico el test estadistico de t- Student, donde debe
cumplirse: el valor de tep < twa Obteniéndose asi un teg (1.72) <t on (2.15)
con una probabilidad de cometer error de (a= 0.05) paran - 1 grado de libertad y

un nivel de significancia del 95%, esto corrobora que el método posee una alta
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exactitud y que no existe diferencia significativa entre el valor medio hallado vy el
valor agregado (100%).

Prado (2008), trabaj6é en la cuantificacion de Dexametasona y Ciprofloxacino en
suspension oftalmica por HPLC, determindé un porcentaje de recuperacion de
100.53% para Ciprofloxacino y 100.27% para Dexametasona. Las cuales
también se encuentran dentro de los limites establecidos, ademas obtuvd un t,
(1.1726) < t apa (2.776) para el Ciprofloxacino y un tex, (1.6547) <t wpia (2.776)
para Dexametasona, mencionando que la cantidad agregada de analito y la
recuperada no son estadisticamente diferentes por lo tanto la exactitud es
correcta.

Bellido (2007), en su trabajo de validacion para la determinacion de Ambroxol en
jarabe por HPLC, reportd un valor de t e (1.650) < t 1o (2.306) lo cual significa
que no existe diferencia significativa entre el valor medio hallado y el 100%.
Morales (2004), en su trabajo para la determinacion del Enalapril en tabletas
recubiertas por HPLC, encontré un porcentaje de recuperacion de 99.88% y una
desviacion estandar (RSD) de 0.83% mencionando que el valor maximo de
3.9%, ademas hallo un t e (0.43) <t 1w (2.306) demostrando asi la exactitud
del método.

En ta Tabla N° 04, se estudid de precision del sistema la cual mostré una buena
repetibilidad obteniéndose un promedio de area de 15.1820 correspondiente al
100% (20 Ul/mL) y una desviacion estandar relativa (RSD) de 0.7769% siendo el
valor maximo 2%, valor normalmente aceptado para la precision e indica una
buena repetibilidad, por lo tanto la técnica analitica es repetible.

En la Tabla N° 05, en el ensayo de repetibilidad de la muestra se obtuvo un
promedio de porcentaje hallado de: 121.201% encontrandose dentro de las

especificaciones establecidas para el producto (90 — 220) % de lo declarado, y
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una desviacién estandar relativa (RSD) de 0.778% siendo el valor maximo 2%
valor normalimente aceptado para ia precision e indica una buena repetibilidad.
En la Tabla N° 06, para el ensayo de reproducibilidad dada por dos analistas se
obtuvo los siguientes promedios de porcentajes haflados: 121.220% y 121.584%
y una desviacién estandar relativa (RSD) del 0.622%, siendo el valor maximo 4%
valor normalmente aceptado para la precision, por lo tanto la técnica analitica es
reproducible. Bellido (2007), en su trabajo de validacion para fa determinacién de
Ambroxol en jarabe por HPLC, reportdé una desviacion estandar relativa de
0.4464% para el ensayo de repetibilidad para un criterio de aceptacion de no
mas de 2%, y una desviacion estandar relativa de 0.465 % para un criterio de
aceptacion de no mas de 5.5%, demostrando asi que el método es repetible y
reproducible. Prado (2008), trabajé en la cuantificacion de Dexametasona y
Ciprofloxacino en suspension oftalmica por HPLC, determiné una desviacion
estandar relativa (RSD) de 0.19% para Ciprofloxacino y un (RSD) de 0.4251%
para la Dexametasona las cuales se encuentran dentro del limite de aceptacion
para la precision del sistema, cuyo desviacion estandar relativa debe ser menor
al 2%. Hallé un RSD de 0.59% para Ciprofloxacino y un RSD de 0.84% para
Dexametasona mencionando que los valores de aceptacion se encuentran entre
el 4-5% en ensayos de reproducibilidad, concluyendo que el método es repetible
y reproducible.

En el Grafico N° 05, se obtuvo la ecuacién de la recta y = 0.782X - 0.227, un
coeficiente de correlacion r = 0.9989, siendo el valor minimo es 0.995 y un
coeficiente de determinacion de r? = 0.998, la cual indica que el 99.8% de la
variacion en la respuesta Y se debe a la influencia de la variable X Lo cual
demuestra que existe una relacién lineal entre las variables concentracién (x) y
respuestas (y), ademas en el Anexo N° 10, se observa el intervalo establecido

para la evaluacién del limite de deteccion que fue del (5 - 75) %.
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En el Anexo N° 11, se determind el limite de deteccion (LD) de 0.949 Ul/mL., y
limite de cuantificacion (LC) de 2903 Ul/mL. las cuales evidencian la minima
cantidad detectable y cuantificable, demostrando asi la alta sensibilidad del
método a ligeras variaciones de concentracion. Eétudios similares muestran
cantidades pequerias acerca del limite de deteccién y cuantificacion tal como lo
menciona: Prado (2008), en su trabajo de cuantificacion de Dexametasona y
Ciprofloxacino en suspension oftalmica por HPLC, hallé un limite de deteccion
de 0.133ug/mL y un limite de cuantificacion de 0.435 ug/mL., para el
Ciprofloxacino;, un limite de deteccion de 0.3571 pg/mL y un limite de
cuantificacion de 0.4285 pg/mlL., para la Dexametasona demostrando asi la
sensibilidad del método.

En la Tabla N° 07, para la determinacion de la robustez de la técnica analitica se
realizé el ensayo de aptitud del sistema donde se obtuvo una desviacion
estandar relativa de 0.761% la cual indica que las condiciones operativas son
adecuadas en el desarrolio de la técnica analitica, con ello se comprobd el
adecuado funcionamiento del sistema cromatografico. de bombeo, inyeccion,
horno, columna y detector. Ademas en el Anexo N° 12, se determiné la prueba
de aptitud del sistema obteniendo los valores del nimero de platos tedricos (N)
que fue de {(2033) la cual evidencia la capacidad de la columna para determinar
el analito en estudio, el factor de cola (T) = 0.70 evidencia la simetria del pico,
valores superiores a 1.5 indican una falta de simetria que podrian conllevar a
resultados erroneos y muy dispersos, €l analito en estudio no presenta
resolucion debido a que no se observa en el cromatograma otro analito con el
éual establecer dicha separacion.

Prado (2008), en su trabajo de cuantificacion de Dexametasona y Ciprofloxacino
en suspension oftalmica por HPLC, obtuvo un valor de numero de platos

tedricos de 3090 para Ciprofloxacino y 10872 para Dexametasona, simetria de
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pico de 0760 para Ciprofloxacino y una simetria de pico 0.965 para
Dexametasona, la resolucion establecida entre el Ciprofloxacino vy
Dexametasona es de 36.206.

Por lo tanto la técnica analitica cumple con todos los parametros establecidos
por la farmacopea de los estados unidos (USP 32), ya que posee una buena
especificidad, linealidad, exactitud, precision y robustez. Con ello todos los
resultados obtenidos y documentadas permiten asegurar que la técnica analitica
es confiable, demostrandose asi la utilidad del procedimiento analitico como

técnica validada.
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VL. CONCLUSIONES
Se desarrofié la técnica analitica por HPLC para la determinacion del
contenido de vitamina D; colecalciferol en suspension oral, cumpliendo las
especificaciones y parametros de validacion de la USP 32, quedando
validado y documentado los resultados obtenidos.
La técnica analitica es especifica y selectiva, debido a que no existe
interferencias en su identificacion, ademas se muestra la pureza del pico
del estandar al 100%.
La técnica analitica es lineal en €l intervalo de 80% a 250%, obteniéndose
un = 0999 tanto en el estandar como en la muestra, ademas cumplii la
prueba de t- Student adecuadamente para la pendiente y el intercepto.
La técnica analitica es exacta debido a que no hay diferencia significativa
entra la recuperacion media (R = 99.85%) y el 100%.
La técnica analitica es precisa porque se obtienen resultados repetitivos
(RSD gstindar = 0.776%, RSD uestra = 0.778%) y ademas reproducibles
(RSD: 0622%).
La técnica analitica es sensible a variaciones ligeras de concentracion
obteniéndose asi el LD: 0.949 Ui/mL, LC: 2.903Ul/mL.
La técnica analitica es robusta presentando un RSD: 0.76% de inyecciones

repetidas adecuada, demostrando asi las buenas condiciones operativas.
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Vii. RECOMENDACIONES

Es necesario que el personal involucrado en el area de validaciones,
desarrollo de técnicas analiticas y/o andlisis esté capacitado y recibir
capacitaciéon continuamente haciéndoles saber la importancia de su papel
dentro del sistema de calidad.

Se recomienda validar muevas técnicas analiticas para productos nuevos y
farmacopeicos con la finalidad de optimizar el trabajo de andlisis y con ello
reducir costos y factores de tiempo.

Se recomienda la aplicacion de esta técnica analitica para el analisis de
cuantificacion de vitamina D; en suspension oral.

Se recomienda la aplicacion de esta técnica analitica para el analisis de

cuantificacion de vitamina D, tabletas.
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GRAFICO N° 06. Cromatograma obtenida por H.P.L.C del placebo, Lima 2010.
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GRAFICO N° 07. Cromatograma obtenida por H.PL.C de la fase movil (ACN:

MeOH proporcion 80:20), Lima 2010.
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GRAFICO N° 08. Cromatograma obtenida por H.PL.C del diluyente (n-hexano),

Lima 2010.
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GRAFICO N° 09. Cromatograma obtenida por H.PL.C de la muestra sometida

a luz mostrando el tiempo de retencién, Lima 2010.
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GRAFICO N° 10. Cromatograma obtenida por H.PL.C de la muestra sometida

a oxidacion mostrando el tiempo de retencion, Lima 2010.
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GRAFICO N° 11. Cromatograma obtenida por H.PL.C de la muestra sometida a

calor mostrando el tiempo de retencién, Lima 2010.
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ANEXON®°08.
TABLA N° 08. Datos de los 7 niveles de concentracion del estandar de vitamina
D, y respuestas (areas) empleadas para establecer la linealidad

del sistema. Lima 2010.

Muestra Concentracion

Datos o)) ul/mt. (X)
1 80% 16.0690 120084 2582128 1442012  192.9627
> 80% 16.0690 118581 2582128 1406150 1905481
3 80% 16.0690 19756 2582128 1434160 1924366
4 90% 18.0780 140089 3268141 1962493 2532529
5 90% 18.0780 137989 3268141 1904107  249.4572
6 90% 18.0780 137669 3268141 1895264 2488773
7 100% 200860 153328 4034474 2350954  307.9750
8 100% 200860 152057 4034474 2312130 3054215
9 100% 20,0860 150598 4034474 2267961 3024901
10 125% 251080 10.0696 6304117 3636485 4787988
11 125% 25,1080 191384 6304117 3662768 4805250
12 125% 251080 188080 6304117 3537394 4722303
13 150% 30.1300 228581  907.8169 5224941  688.7155
14 150% 30.1300 232174 9078169 5300463 6995394
15 150% 30.1300 229815  907.8169 5281498  692.4329
16 200% 404730 31.0611  1613.8699 9647894  1247.8160
17 200% 401730 310137 16138699 9618514 12459146
18 200% 40.1730 314306 16138699 9878820  1262.6611
19 250% 50.2160 387119 25216467 14986120 19439573
20 250% 50.2160 301587 25216467 15333999  1966.3908
21 250% 50.2160 300604 25216467 15257117  1961.4550
Sumatoria 509,580 459524 199866582 11843.1244 153838588

Promedio 28.551 21.882 951.7456 563.9583 732.5647




ANEXO N°09.

TABLA N° 09. Datos de los 7 niveles de concentracion de la muestra de
vitamina D; y respuestas (areas) empleadas para establecer
la linealidad del método. Lima 2010.

Concentracion

DATOS  Muestra Ul/mi (x) Area (y)
1 80% 16.000 16.5677 256.000 274.4877 265.0827
2 80% 16.000 16.5870 256.000 275.1279 265.3916
3 80% 16.000 16.3500 256.000 267.3225 261.6000
4 90% 18.000 18.6558 324.000 3480389 335.8044
5 90% 18.000 19.1939 324.000 368.4062 345.4903
6 90% 18.000 18.7144 324.000 350.2295 336.8595
7 100% 20.000 21.3091 400.000 454.0782 426.1822
8 100% 20.000 21.1084 400.000 445.5646 4221680
9 100% 20.000 20.9375 400.000 4383785 4187498
10 125% 25.000 26.6301 625.000 709.1596 665.7512
11 125% 25.000 26.4171 625.000 697.8632 660.4275
12 125% 25.000 26.9110 625.000 724.2030 672.7755
13 150% 30.000 32.0467 900.000 1026.9891 961.4001
14 150% 30.000 32.2970 900.000 1043.0962 968.9100
15 150% 30.000 321338 900.000 1032.5792 964.0131
16 200% 40,000 426223  1600.000 1816.6596 1704.8916
17 200% 40.000 421189  1600.000 1773.9992 1684.7548
18 200% 40.000 421483  1600.000 1776.4800 1685.9324
19 250% 50.000 53.0914  2500.000 2818.6957 2654.5695
20 250% 50.000 53.0479  2500.000 2814.0786 2652.39450
21 250% 50.000 53.081 2500.000 2817.6053 2654.05600
SUMA TOTAL 597.000 631.969 19815.000 22273.043 21007.20499

PROMEDIO 28.429 30.094 943.571 1060.621 1000.34309




ANEXO N°10.

TABLA N° 10. Datos de los 5 niveles de concentracion del estandar de
vitamina D; y respuestas (areas) empleadas para
establecer la linealidad del limite de deteccion vy

cuantificacion. Lima 2010.

CONC.

(U1/mL) Area (v) Residuales

1 5% 1.004 0.8219 1.0080 0.6755 0.8252 0.0696
2 5% 1.004 0.6087 1.0080 03705 0.6111 0.0026
3 5% 1.004 0.7202 1.0080 0.5187 0.7231 0.0263
4 12.5% 2511 18253 6.3051 3.3315 4.5832 0.0079
5 12.5% 2.51 16380 6.3051 2.6830 41130 0.0097
6 12.5% 2.51 15333 6.3051 2.3510 3.8501 0.0413
7 25% 5.022 3.6143 25.2205 13.0633 18.1511 0.0074
8 25% 5.022 3.5119 25.2205 12,3337 17.6370 0.0354
g 25% 5.022 3.7111 25.2205 13.7719 18.6369 0.0001
10 50% 10.043 76072 100.8618 57.8692 76.3989 0.0004
11 50% 10.043 7.2947 100.8618 53.2129 73.2609 0.1102
50% 10.043 7.6895 100.8618 59.1283 77.2255 0.0040

13 75% 15.065 11.7 341 226.9542 137.6896 176.7745 0.0325
14 75% 15.065 11.7178 226.9542 1373068 176.5287 0.0269
15 75% 15.065 11.4921 2269542 1320688 173.1288 0.0038
sumatoria 100.9350 75.5201 10810491 626.3748 8224479 0.3780

promedio 6.7290 5.0347 72.0699 41.7583 54.8299 0.0252




ANEXO N° 11.
TABLA N° 11. Calculos para la determinaciéon del limite de deteccion y

cuantificacion de vitamina D Lima 2010.

NOMBRE FORMULA RESOLUCION RESULTADO

LD 3.3*S/b 3.3%0.227/0.782 0.957 uli/mL

LC 10*S/b 10*0.227/0.782 2902 ul/mL

Donde S es el intercepto de la curva de calibracién, b la pendiente de la curva de calibracién establecidas a
concentraciones inferiores al de la linealidad del método, para determinar el limite de deteccion y
cuantificacién



ANEXO N°12.
TABLA N° 12. Resultados de la adaptabilidad del sistema cromatografico para
evaluar la robustez del método vy calificacion instrumental

Lima 2010.

PARAMETROS ESPECIFICACIONES RESULTADO

Numero de platos tedricos {N}) MINIMO2000 2133
Factor cola (tailing) (T) MAXIMO1.5% 0.70
Resolucion (R ) MINIMO1.5 *
Desviacion estandar MAXINO 2% para cinco

. . . . 0.7641
relativa(RSD) inyecciones repetidas.

* La técnica analitica no presenta resolucion para la vitamina Dy puesto que no se observa un segundo

analito.
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ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS
R.D.N°218- 2011 —-FCB-D

Bach: Yovana Rosalia FLORES SOTO
En la ciudad de Ayacucho, siendo las cuatro de la tarde del dia Miércoles 17 de Agosto del
(2011) dos mil once en el auditorio de la Facultad de Ciencias Biol6gicas, bajo la
presidencia del Magister Quimico Farmacéutico Magister José Manuel Diez Macaviica en
representacion del Decano de la Facultad de Ciencias Biologicas y la asistencia de los
docentes miembros: Magister Maricela Lopez Sierralta (Asesor y Secretaria Docente
encargada segun Memorando N° 6§80-2011-UNSCH FCB) y el Magister Enrique Javier
Aguilar Felices (miembro que es 4° jurado calificador); para administrar la tesis titulada:
Desarrollo y validacion de la técnica analitica por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia
(H.P.L.C) para la determinacion de contenido de vitamina D; Colecalciferol en suspension
oral, Lima 2010, de fa Bachiller en Farmacia y Bioquimica (Resolucion N°197-2010-UNSCH-
co) YOVANA ROSALIA FLORES SOTO, quién pretende optar el Titulo Profesional de
Quimico Farmacéutica. :
Ei presidente encargado da inicio al acto de sustentacion solicitando a la secretaria
académica, la revision de la documentacion en mesa y la tectura de fa Resolucion Decanal
Ne 218-2011-FCB-D, para luego indicar a la sustentante que puede dar inicio a la exposicién
de su trabajo de investigacion en el tiempo correspondiente.
Culminada Ia exposicion por parte de la sustentante el presidente da paso a la segunda
etapa del acto de sustentacion en fa que los miembros de jurado calificador, realizaran fas,
preguntas y observaciones que crean por conveniente, luego del cudl se solicita ala
sustentante y publico en general que se retiren del auditorio para que €l jurado calificador
pueda deliberar y asi poder realizar la evaluacion correspondiente como sigue:

JURADO CALIFICADOR EXPOSICION RPTA PREGUNTAS PROMEDIO

Mg. José Manue!, DIEZ MACAVILCA 18 18 18

Mg. Enrique Javier, AGUILAR FELICES 17 17 17

Mg. Maricela, LOPEZ SIERRALTA 18 18 _ 18
Promedio.

De la evaluacion realizada, la sustentante obtuvo la calificacion promedio de DIEIOCHO
(18) de lo cual dan Fe los miembros del jurado calificador, estampando su rabrica al pie de

la presente.
Culmina el acto de sustentacion siendo |as seis de ia noche.
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AGUILAR FELICES
4° jurado calificador
Miembro

Miembro- asesor
Secretaria Docente (e)
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