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Resumen

Este trabajo tuvo como obijetivo la validacion de la metodologia analitica para el
producto terminado de Nifedipino 20 mg comprimidos de liberacién prolongada,
usando la metodologia descrita en la farmacopea 41 de Estados Unidos para la

prueba de valoracion.

El andlisis se realiz6 mediante un método de cromatografia de liquidos de alta
eficiencia con un detector de arreglo de diodos, utilizando una longitud de onda
de 265 nm, una columna Perkin Elmer C-18 (250mmx 4,6 mm; 5 pum), una fase
movil compuesta de agua, metanol y acetonitrilo, flujo 1,5 mL/min, temperatura

de columna de 25°C y un volumen de inyeccién de 25 pL.

Los parametros validados fueron linealidad, exactitud, precision, robustez,

especificidad, estabilidad de soluciones y rango.

Se determind que el rango de concentracion que cumple con los criterios de
especificacion de precision, exactitud y linealidad es de 0,08 mg/mL a 0,12
mg/mL, ademas, no se encontro interferencias en la cuantificacion del principio

activo y el método se presento robusto a las variaciones realizadas.

Se concluye, que la metodologia es adecuada para el andlisis de valoracion para

los criterios de aceptacion previamente descritos.
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Abstract

The objective of this work was the validation of the analytical methodology for the
finished product of Nifedipine 20 mg extended-release tablets, using the

methodology described in the United States Pharmacopoeia 41 for the assay test.

The analysis was performed by a high-performance liquid chromatography with a
diode array detector, using a wavelength of 265 nm, a C-18 Perkin Elmer column
(250mm x 4.6mm; 5 um), using a mobile phase composed of water, methanol and
acetonitrile, at 1.5 mL/min flow rate, column temperature of 25 ° C and an injection

volume of 25 pL.

The validated parameters were linearity, accuracy, precision, robustness,

specificity, stability of solutions and range.

It was determined that the concentration range that meets the specification criteria
of accuracy, precision and linearity is 0,08 mg / mL to 0,12 mg / mL, in addition,
no interference was found in the quantification of the active substance and the

method was robust to the variations made.

It is concluded that the methodology is suitable for the analysis of assay for the

previously established acceptance criteria.
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1. INTRODUCCION

Desde tiempos prehistéricos el ser humano ha buscado los mejores tratamientos
a las enfermedades que lo aquejan, ya sea con el uso de medicina tradicional
como infusiones de hierbas, o con la medicina que actualmente conocemos, que

cada vez sorprende con su avanzada tecnologia.

“En 1888 los quimicos de la compafiia Bayer, en aquel entonces importante
industria de los tintes, a partir del paranitrofenol, sustancia de desecho de los
tintes, sintetizaran la fenacetina, primer farmaco sintético” (Labrada et al,.1999),
desde ese momento la industria farmacéutica ha tenido el rol principal en el
descubrimiento, produccion y distribucibn de nuevos tratamientos para la
poblacién. Su mision es entregar medicamentos que sean seguros y eficaces

producidos bajo rigurosos controles de produccién, envasado y distribucion.

Segun Guzman (2002) en Chile, la industria farmacéutica esta presente hace

mas de 100 afios con diversas empresas provenientes de todo el mundo.

ITF- Labomed farmacéutica limitada, es una empresa con afios en el rubro de la
industria farmacéutica. Una empresa proveniente de la fusion con el grupo

Italfarmaco proveniente de Italia y la empresa Labomed proveniente de Chile.



ITF- Labomed es una empresa con afios de experiencia en el desarrollo,
produccion y validacion de productos farmaceéuticos, cuya planta se encuentra en

Santiago de Chile.

Sus productos farmaceéuticos son elaborados bajo minuciosos requerimientos
para asegurar su buena calidad. Es por eso que en ITF-Labomed se encuentra
un area especifica denominada control de calidad, la cual se encarga de realizar
los andlisis pertinentes a las materias primas antes de ser utilizadas en la
fabricacion de medicamentos, y a los productos que estan destinados a ser

comercializados a lo largo del pais y asi asegurar su calidad.

Para asegurar la calidad de los productos farmacéuticos, se deben validar los
meétodos analiticos utilizados en los analisis de rutina. Para este proceso en ITF-
Labomed existe una subarea llamada, validaciones de metodologias analiticas,

ubicada dentro del area de control de calidad.

Esta area esta encargada de validar las metodologias analiticas, para asi obtener
resultados fiables dentro de las especificaciones y los atributos de calidad
previamente establecidos por las autoridades sanitarias y parametros de calidad

internamente propuestos.

En este trabajo se realizo la validacion de metodologia analitica del producto
terminado de Nifedipino 20 mg, en comprimidos de liberacién prolongada segun

la farmacopea 41 de Estados Unidos para la prueba de valoracion.



Nifedipino (figura 1) es un antagonista de los canales de calcio del tipo
dihidropiridina, inhibe la entrada transmembrana de iones de calcio extracelulares
a través de las membranas de células del musculo liso miocardico. Esto da como
resultado la inhibicion de la contraccion del musculo liso cardiaco y vascular,
dilatando asi las arterias coronarias y sistémicas principales. Generando, por lo
tanto una vasodilatacion con disminucion de la resistencia periférica y aumento

de la frecuencia cardiaca. (Reference.medscape.com, 2019)

Figura N° 1: Estructura quimica del Nifedipino



En la Tabla N°1 se muestran las propiedades fisicoquimicas de Nifedipino

("Chemicalize - Instant Cheminformatics Solutions”, 2019).

2,6-dimetil-4-(2-nitrofenil)-1,4-dihidropiridina-3,5-
Nombre IUPAC
dicarboxiilato de dimetilo

Formula
C17H18N206
Molecular

Peso molecular 346.339 g/mol

Descripcion Polvo cristalino amarillo

Practicamente insoluble en agua
Libremente soluble en acetona
Solubilidad

Muy soluble en cloroformo

Soluble en etanol y metanol

Tabla N° 1: Propiedades fisicoquimicas Nifedipino



2. OBJETIVOS

2.1.0bjetivo general

Validar la Metodologia Analitica para el producto terminado de Nifedipino 20 mg

comprimidos de liberacién prolongada para el test de valoracion.

2.2.0bjetivos especificos

° Redactar protocolo de Validacion de Metodologia Analitica Nifedipino 20

mg comprimidos de liberacion prolongada.

° Ejecutar pruebas incluidas en el protocolo de Validacion de Metodologia

Analitica Nifedipino 20 mg comprimidos de liberacion prolongada.

° Recopilar y analizar estadisticamente los resultados obtenidos en la
Validacion de Metodologia Analitica Nifedipino 20 mg comprimidos de liberacion

prolongada.



3. MATERIALES Y METODOS

Para llevar a cabo el presente trabajo se ocuparon los siguientes materiales y

métodos

3.1.Materiales

3.1.1. Material de vidrio

e Filtro de membrana PVDF de 0,45 pm (Merck)

e Frasco schott (Duran)

e Matraces volumétricos ambar de 20 mL, 50 mL y 250 mL (Isolab)
e Pipetas aforadas de 3 mL y 5 mL (Isolab)

e Propipeta (Hirschmann)

e Tubo para centrifuga 15 mL (Isolab)

e Vaso precipitado de 250 mL (Isolab)

e Viales ambar (Isolab)



3.1.2. Equipos

En la Tabla N° 2 se muestran los equipos utilizados.

Nombre Fabricante Modelo Serie
Agitador magnético Thermoline Cimareg 3 610920147833
Agitador magnético Thermoline Cimareg 3 610920147829
Agitador orbital Sea Star HS4020A Hsa01507
Agitador orbital Sea Star HS4020A Hsa01515
Aparato de Milli Q Advantage

o o Merck F4da45950-a
destilacion Milli-Q Al10
Balanza analitica Mettler Toledo Ml 204/01 B105108392
Balanza analitica Mettler Toledo Ml 204 B233210539
Balanza
. Mettler Toledo PI1502-05 B102101530

Granataria

167801-22-
Bomba de vacio Rocker Rocker 801

aga025
Centrifuga Hermile Z230a 23950120

CM-5430 (DAD) | 1214-007 (DAD)
1209a-015
CM-5110 (Bomba)

(Bomba)

HPLC-14 Merck 1214-016
CM-5310 (Horno)
(Horno)
CM-5210 1210-00
(Autosampler) (Autosampler)
CM 5430 (DAD) | 1207-010 (DAD)

HPLC-09 Merck 1103a-024

CM- 5110 (Bomba)

(Bomba)




CM-5310 (Horno)

1107-008
(Horno)

CM-5210
(Autosampler)

1104-020

(Autosampler)

Lampara UV Camag 022E230 000418
Manto calefactor Mundolab HMP-F250 E2440Ih0014
Placa calefactora Fisatom 509 1215286
Tabla N° 2: Equipos
3.1.3. Reactivos
En la Tabla N° 3 se muestran los reactivos utilizados.

Reactivo Fabricante Lote
Acetonitrilo grado HPLC JT. Baker A03C64
Acetonitrilo grado HPLC Merck 10906330732
Acetonitrilo grado HPLC Merck 10916730740
Acido clorhidrico 0,1 N Merck HC86893460
Agua purificada Planta de agua laboratorio 02082019M11
Agua purificada Planta de agua laboratorio 07082019M11
Agua purificada Planta de agua laboratorio 17072019M11




Agua purificada Planta de agua laboratorio 19072019M11
Agua purificada Planta de agua laboratorio 30072019M11
Agua purificada Planta de agua laboratorio 31072019M11
Hidroxido de Sodio 0,5 N Merck HC69959038
Metanol grado HPLC Merck 10980107843
Metanol grado HPLC JT. Baker Y49C35
Peroxido de hidrégeno

Merck
30% K49965010806

3.1.4. Materias primas

Tabla N° 3: Reactivos

En la Tabla N° 4 se muestra la materia prima utilizada.

Nombre

Fabricante Pureza

Vencimiento

Nifedipino Dy- Mach Pharma 99,2%

28/02/2024

Tabla N° 4: Materia prima




3.1.5. Estandares

En la Tabla N° 5 se muestra el estandar utilizado.

Nombre Fabricante Pureza
Nifedipino Dy- Mach Pharma 99,7%

Tabla N° 5: Estandar

3.1.6. Columnas

En la Tabla N° 6 se muestran las columnas utilizadas.

Fabricante Modelo Relleno Dimensiones
Perkin Elmer Universal C18 250x4,6mmx5um
Waters Symmetry C18 250x4,6mmx5um

Tabla N° 6: Columnas

3.2.Metodologias

La metodologia analitica se obtuvo de la farmacopea The United States
Pharmacopeia 41, en la monografia de Nifedipino, Tabletas de Liberacion
Prolongada. (United States Pharmacopeia and National Formulary, 2017, p.
2938-2939). A partir de esta monografia se redacté el protocolo de validacién de
metodologias analiticas que describe la preparacién de las muestras y los

pardmetros a validar.
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3.2.1. Metodologia analitica para valoracién

3.2.1.1. Condiciones cromatograficas segun USP
Columna : C-18; 250 mm x 4,6 mm; 5 ym o similar
Guarda columna : C-18; 2,2 mm x 30 mm
Temperatura : 25+2°C
Longitud de onda : UV 265 nm
Flujo : 1,0 mL / minuto
Volumen de inyeccion : 25l
Fase Movil . acetonitrilo: metanol: agua (25:25:50 v/v/v)

Al desarrollar la metodologia se ajusto la fase moévil y el flujo para obtener el pico
cromatografico en menor tiempo de retencién, ademas para disminuir costos se
eliminé el uso del guarda columna, con estas modificaciones la metodologia

utilizada quedo de la siguiente forma.
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3.2.1.2. Condiciones cromatograficas utilizadas

Columna : C-18; 250 mm x 4,6 mm; 5 ym o similar

Temperatura : 25+2°C

Longitud de onda : UV 265 nm

Flujo > 1,5 mL/ minuto

Volumen de inyeccion : 25l

Fase Movil . acetonitrilo: metanol: agua (30:25:45 v/v/v)
3.2.1.3. Preparacién de las soluciones

3.2.1.3.1. Fase Movil

En un recipiente apropiado para 2000 mL, se agregé 600 mL de acetonitrilo, 500
mL de metanol grado HPLC y 900 mL de agua purificada. Luego se filtré la

solucion al vacio con filtro de 0,45 um de poro.

3.2.1.3.2. Solucién Estandar

Se pesO exactamente alrededor de 20,0 mg de estandar de Nifedipino y se

transfirid6 a un matraz aforado ambar de 20 mL y se aforé con metanol. De la

solucién anterior se tom6 una alicuota de 5 mL, se transfiri6 a un matraz aforado

ambar de 50 mL y se aforé con fase mévil. Finalmente se filtrd6 con filtro de

12



membrana 0,45 pm de didmetro de poro y se inyectd inmediatamente.

Concentracion solucion estandar: 0,1 mg/mL.

3.2.1.3.3. Solvente

En un recipiente adecuado se mezclé 500 mL de acetonitrilo con 500 mL de

metanol (1:1).

3.2.1.3.4. Soluciéon muestra

Se disolvié una cantidad equivalente a 420,0 mg de Nifedipino a partir de 30
tabletas reducidas a polvo, en 180 mL de solvente en un matraz aforado ambar
de 250 mL y se agité de forma mecanica durante 30 minutos a 200 rpm, luego se
llevé a volumen con solvente. Después, la solucion resultante se centrifugé por
30 minutos a 3000 rpm, hasta obtener un sobrenadante transparente. Se
transfirio 3,0 mL del sobrenadante a un matraz d&mbar de 50 mL y se llevé a
volumen con fase movil, luego se filtré con filtro de membrana 0,45 um de poro.

Concentracion muestra valoracién: 0,1 mg/mL.

13



3.2.2. Parametros de validacion

3.2.2.1. Aptitud del sistema

3.22.1.1. Procedimiento

Se preparé una solucién estandar de concentracién 0,1 mg/mL de acuerdo a la
metodologia analitica y se inyectd 5 veces en forma consecutiva. Con respecto
al pico de Nifedipino en la solucidn estandar, se obtuvieron los platos teoricos,
factor de asimetria y la desviacion estandar relativa (RSD) entre areas obtenidas.

Se calcul6 segun las siguientes ecuaciones:

e Platos tedricos (A.E.F.I, 2001 (p. 109)

N =16 (Rt)z
B w
Donde:
Rt :  Tiempo de retencion
wW . La anchura del pico en la linea base determinado por la

tangente ajustada a un % de la altura del pico
e Factor de asimetria (A.E.F.I, 2001 (p. 110)

WOOS
T = —2
2F

14



Donde:

Wo,05 : Anchura de pico al 5% de la altura del pico

F . Distancia entre la perpendicular trazada desde el maximo del
pico y el frente al 5% de la altura del pico.

e Desviacion estandar relativa (A.E.F.I., 2001 (p.11)

Donde:

S
CV% = —-100
X
S : Desviacion estandar areas obtenida
X : Promedio areas obtenidas

3.2.2.1.2.  Criterios de aceptacién

Platos tedricos (N) = 4000
Factor de Asimetria (T)< 1,5

RSD entre areas obtenidas < 1,0 %

15



3.2.2.2. Linealidad

3.2.2.2.1. Procedimiento

Se prepard una solucion de placebo cargado, correspondiente a una mezcla de
excipientes cargado con una cantidad conocida de materia prima de Nifedipino.
Se preparé cada nivel de concentracién en forma independiente (cada nivel en

triplicado), tomando el 100% como la concentracién de trabajo.

Se inyecto cada nivel de concentracion en duplicado.

Los niveles de concentracion y la preparacion de las muestras se detallan en la

Tabla N°7.
Nivel _Pe_so_ B0 Aforo 1 | Alicuota | Aforo 2 Con.cen_t rgmon
(%) Nifedipino | Placebo (L] (L] (L] Nifedipino
[mg] [mg] [mg/mL]

80 336 2289 250 3 50 0,08

90 378 2247 250 3 50 0,09

100 420 2205 250 3 50 0,10

110 462 2163 250 3 50 0,11

120 504 2121 250 3 50 0,12

Tabla N° 7: Niveles de concentracion linealidad

Dados los resultados, se graficod los datos de concentracion (x) v/s el area

observada (y), con lo cual se obtuvo la ecuaciéon de la recta, el coeficiente de
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correlacion (r) y coeficiente de determinacion (r?). Se calculé el valor t a través de
t de student para evaluar si existia una correlacion lineal significativa. Ademas,
se graficé los residuales y se realiz6 el analisis de varianza a través de ANOVA.
Luego se realiz6 el andlisis del RSD de los factores de respuestas segun la

siguiente formula. (A.E.F.l., 2001 (p. 63)

i—a)
rp=—"
fri==+
Donde:
fri : Factor de respuesta corregido con intercepto
yi . Dato de la respuesta de la medicion
Xi : Dato de la medicion

sir . Desviacion estandar de los factores de respuesta corregidos

fr : Promedio de los factores de respuesta corregidos

3.2.2.2.2.  Criterios de aceptacién

El coeficiente de correlacion y de determinacion obtenido debe ser igual
o0 mayor a 0,990

e El valort calculado debe ser superior al t tabulado

e Elvalor G calculado debe ser menor al G tabulado

e Elvalor F calculado debe ser mayor al F tabulado

17



e EI RSD calculado debe ser menor o igual a un 2,00%

3.2.2.3. Exactitud

3.2.2.3.1. Procedimiento

Se prepararon soluciones de placebo cargado por triplicado, a 3 niveles de
concentracion: 80%, 100% y 120% con respecto a la concentracion de trabajo

del principio activo al 100%.

Se inyectd cada nivel de concentracion en duplicado.

Los niveles de concentracion y la preparacion de las muestras se detallan en la

Tabla N° 8
: Peso Peso . Concentracion
I\I((%()al Nifedipino | Placebo AIE?anc_)]l AIE;:nquta Ai[‘%rlt_)]z Nifedipino
[mg] [mg] [mg/mL]
80 336 2289 250 3 50 0,08
100 420 2205 250 3 50 0,10
120 504 2121 250 3 50 0,12

Tabla N° 8: Niveles de concentracion exactitud

Dados los resultados, se calculd el recobro de cada una de las mediciones y se

comprobd que no exista diferencia significativa entre el valor 100% y el promedio

18



del recobro a través de t de Student, ademas se calculé la homogeneidad de

varianzas mediante el test de Cochran segun la siguiente formula (A.E.F.1., 2001

(p. 62):
o - S*maxima _ S?maxima
P ¥S? SP+SE4S2+SE+S2
Donde:
SZ: ; Varianza de cada grupo K.
S?maxima Varianza méaxima de los k grupos.

3.2.2.3.2.  Criterios de aceptacion

e El promedio del recobro debia estar entre 97,0-103,0%
e Elt calculado debia ser menor al t tabulado

e EI G calculado tenia que ser menor al G de tabla

3.2.2.4. Precision

3.2.2.4.1. Repetibilidad del sistema:

3.2.2.4.1.1. Procedimiento

Se prepar6 una solucion estandar de concentracion 0,1 mg/mL segun indica la

metodologia (seccion 3.2.1.3.2) y se analizé de manera consecutiva 6 veces. Se
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obtuvieron los datos de concentracion experimental y tedrica, luego se calculo el

recobro, y se calcul6 el coeficiente de variacion segun: (A.E.F.1., 2001 (p. 69)

S
%CV =5* 100

Donde:
S: Desviacion estandar

X: Promedio de los resultados
3.2.2.4.1.2. Criterios de aceptacién
El RSD del recobro debia ser menor o igual al 2,00%

3.2.2.4.2. Repetibilidad del método

3.2.2.4.2.1. Procedimiento

Se prepararon soluciones de placebo cargado por triplicado, a 3 niveles de
concentracion: 80%, 100% y 120% con respecto a la concentracion de trabajo
del principio activo al 100%.
Se inyecto cada nivel de concentracion en duplicado.
Los niveles de concentracion y la preparacion de las muestras se detallan en la

Tabla N° 8 (seccion 3.2.2.3.1).
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Se obtuvieron los datos de concentracion experimental y tedrica para calcular el
recobro del analito, una vez calculado el recobro se calculd el coeficiente de

variacion de este.

3.2.2.4.2.2. Criterio de aceptacion

El RSD del recobro debia ser menor o igual al 2,00%

3.2.2.4.3. Precision intermedia

Con la disponibilidad de un segundo analista y un segundo equipo, se prepararon
soluciones de placebo cargado por triplicado, a 3 niveles de concentracion: 80%,
100% y 120% con respecto a la concentracion de trabajo al 100% (9 soluciones

en total), tal como se detalla en la Tabla N° 8 (seccién 3.2.2.3.1).

Se realizaron los analisis modificando las variables segin se muestra en la Tabla

N°9:

Analista 1 — Equipo 1

Analista 1 — Equipo 2

Analista 2 — Equipo 1

Analista 2 — Equipo 2

Tabla N° 9: Matriz de analisis precision intermedia
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Se obtuvieron los datos de concentracion experimental y tedrica, luego se

calculo el recobro y se calcul6 el coeficiente de variacion. Ademas, se realiz6

una comparacion de medias de recobros a través de ANOVA, segun la Tabla

N°10: (Instituto de Salud Publica, 2010 (p.19)

Origen de la varianza Suma de cuadrados (SC) EifEees ((éi;eLI)_ IE2Ee

n. (3 X)?2 X)2
ni N
2
SCW — ZZ(xiZ) _ @
Dentro del grupo (w) N GLiotar — GLg
73 SCB
Totales SCiot = SCg + SC,, N-—-1

Tabla N°10: Calculo ANOVA precision intermedia

Dénde:

n’: numero de grupos

N: nimero de observaciones totales

Luego se calculo el Valor F segun:

(scg/GLB)

F;gxp (SCW/GLW)

22



Una vez calculado el estadistico F,,,, se comparo con su correspondiente valor

tabulado.
3.2.2.4.3.1. Criterios de aceptacion

e RSD de recobro obtenido no debia ser mayor o igual al 2,00%

e EIl F calculado debia ser mayor al F tabulado

3.2.2.5. Especificidad

3.2.25.1. Procedimiento

Se prepararon las siguientes soluciones y se inyectaron en el sistema

cromatografico

e Solucibn muestra
e Solucion estandar
e Solucién solvente

e Solucion Placebo

Luego a la solucion muestra de concentracion 0,1 mg/mL, se le realizé un estudio
de degradaciones forzadas, que consistié en agregarle sustancias degradantes
antes de realizar el ultimo aforo, con el objetivo de determinar a qué degradante

era sensible la muestra. La prueba se realiz6 tal como se describe a continuacién:
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Termolisis de muestra: Consistié en calentar solucion muestra del analisis
en bafo termorregulador por dos horas a 70 + 2°C.

Hidrdlisis acida: Se agrego acido clorhidrico 0,1 N considerando el 10% de
la capacidad del matraz de la soluciébn muestra y se calenté en el bafio
termorregulado durante dos horas a 50 + 2°C

Hidrdlisis basica: Consisti6 en agregar hidroxido de sodio 0,1 N
considerando el 10% de la capacidad del matraz de la solucion muestra y
se calento en el bafio termorregulador durante dos horas a 50 + 2°C
Oxidacion: La prueba consistié en agregar perdxido de hidrogeno al 3%
considerando el 10% de la capacidad del matraz de la solucion muestra 'y

se calento en el bafio termorregulado por dos horas a 50 + 2°C.

Se verificaron los cromatogramas obtenidos de las soluciones blanco, placeboy

muestra de manera que no existieran sefiales provenientes de la matriz de la

muestra que pudieran interferir en la identificacién o cuantificacién del analito.

Para el estudio de degradaciones forzadas, se calculé el grado de discrepancia

en presencia o ausencia de las posibles interferencias, mediante la siguiente

formula: (A.E.F.l., 2001 (p. 51)

(Di - Ds)

% discrepancia = * 100

Donde:
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Di: Respuesta promedio con interferencias

Ds: Respuesta promedio sin interferencias

3.2.2.5.2.  Criterios de aceptacion

En los cromatogramas, el pico observado debe corresponder a una sola especie
quimica, ninguna otra sustancia presente en la muestra debe eluir a un tiempo

parecido al del analito de interés.

Para el estudio de degradaciones forzadas, se acepté un maximo de 10,00% de

degradacion del analito, para que este sea sensible a esa degradacion.

3.2.2.6. Robustez

3.2.26.1. Procedimiento

Se prepard una solucién estandar y una solucion muestra segun lo descrito en la
metodologia analitica (seccién 3.2.1.3). Se inyectd por triplicado cada solucién
en condiciones cromatograficas normales y también se inyectaron luego de haber
realizado las modificaciones a las condiciones cromatograficas originales del

meétodo, segun la matriz establecida en la Tabla N°11.
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Variacion 1 2 3 4 5 6 7 8
C-18 C-18 C-18 C-18
) ) ] ) C-18 C-18 C-18 C-18
Columna | Perkin | Perkin | Perkin | Perkin ) ) . ]
Simetry | Simetry | Simetry | Simetry
Elmer Elmer Elmer Elmer
T° de
25°C 25°C 30°C 30°C 25°C 25°C 30°C 30°C
Columna
. 1,0 1,2 1,0 1,2 1,0 1,2 1,0 1,2
ujo
J mL/min | mL/min | mL/min | mL/min | mL/min | mL/min | mL/min | mL/min
Vol. de
: » 25 uL 25 uL 30 pL 30 pL 30 pL 30 pL 25 L 25 uL
inyeccion
Longitud
265nm | 270 nm | 265nm | 270nm | 270 nm | 265 nm | 270 nm | 265 nm
de onda
Proporciéon | 25:25: 20:20: 20:20: 25:25: 25:25: 20:20: 20:20: 25:25:
FM 50 60 60 50 50 60 60 50
Filtro 0,45 0,22 0,22 0,45 0,22 0,45 0,45 0,22

Tabla N°11: Matriz de cambios en robustez

Dados los resultados, se calcul6 el efecto que supone utilizar el valor indicado en

el método y el alternativo. Dicho efecto se calculé como la media de los resultados

obtenidos en los experimentos en los que se utilizo.

Para cada factor se calculo el efecto que supone utilizando los recobros obtenidos

en las 8 diferentes pruebas, segun la siguiente formula: (A.E.F.1., 2001 (p. 104)

Donde:

F1-F1 =

F1: Valor nominal

s+t+u+v) WwWH+x+y+2z)

4

4
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F1’: Valor alternativo
s, t,u,v,w, X, Y, z: Resultado de cada experimento

3.2.2.6.2.  Criterio de aceptacion

La influencia de un factor fue relevante cuando se compararon los valores del
efecto (F-F’) con la expresion sv2, donde s es la desviacion estandar obtenida
en el ensayo de repetibilidad del método al 100%. Las diferencias superiores en

valor absoluto al resultado de esta expresion se consideraron significativas.

3.2.2.7. Estabilidad de soluciones

3.2.2.7.1. Procedimiento

Se prepar6 por duplicado una solucién estandar y una solucibn muestra, las
cuales fueron evaluadas instrumentalmente contra una solucion estandar
preparada al momento del analisis, siendo este andlisis considerado como tiempo
cero (t0). Luego se almacen6 una solucidén estandar y una solucion muestra a
temperatura ambiente (20-25°C) y refrigerada (2-8°C). Transcurrido 24, 48 'y 72

horas se analizaron las soluciones frente a un estandar recién preparado.

Transcurrido el tiempo se midi6 el recobro de cada una de estas soluciones y se

calculo el porcentaje de degradaciéon segun: (A.E.F.I., 2001 (p. 51)
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100 x Recobro degradado

% de D dacion = 100 —
% de Degradacion (Recobro condicion normal

3.2.2.7.2.  Criterio de aceptacion

El recobro en comparacién a la condicion normal no debia superar el 2,00%.

3.2.2.8, Rango

3.2.2.8.1. Procedimiento

De los resultados obtenidos en los parametros de validacion se determiné el
rango de concentraciones en que el método analitico cumplié los requisitos de

precision, exactitud y linealidad establecidos.

3.2.2.8.2.  Criterio de aceptacion

El resultado es de caracter informativo.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.Redaccién protocolo de validacion de metodologia analitica

Se redacto el protocolo de validacion siguiendo el formato interno del laboratorio
para protocolos de validacién de metodologia analitica el que fue revisado por la
supervisora de validaciones y la jefa de control de calidad y aprobado por el jefe

de aseguramiento de la calidad.

En el anexo N° 1 se adjunta la portada del protocolo.

4.2. Aptitud del sistema

“‘Las pruebas se basan en el concepto de que el equipo, los sistemas
electrénicos, las operaciones analiticas y las muestras analizadas constituyen un
sistema integral que se puede evaluar como tal”. (United States Pharmacopeial

Convention. 2017 (p. 554)

El nimero de platos teéricos obtenidos muestra la capacidad del sistema de
proporcionar bandas de elucion estrechas (A.E.F.l., 2001 (p. 108), en este caso

se cumplié con lo establecido con un valor de 9797 platos teoricos.

El factor de asimetria para este analisis fue de 1,2, este factor es una medida de

la asimetria de la sefial producida por el pico del analito. “Un peak simétrico
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tendra una asimetria cercana al 1,0” (A.E.F.l., 2001 (p. 109), lo que permite una

mejor y precisa cuantificacion.

“La desviacion estandar relativa calcula la precision que existe sobre los
resultados obtenidos, demostrando que las respuestas son semejantes entre si”

(A.E.F.I., 2001 (p. 106).

En este analisis se cumplié con lo establecido de tener un RSD menor al 1% con

un valor de 0,1%.

4.3.Linealidad

En la Tabla N°12, se pueden observar los resultados obtenidos a partir de las

soluciones preparadas en los diversos niveles de concentracion.

Nivel N° Peso Materia Concentracion Area Area Promedio
[%] Muestra Prima [mg] [mg/mL]
M1 336,6 0,080 2223223 4647692,5
80 M2 336,7 0,080 jggg;g; 4639744,0
M3 336,7 0,080 jgigggg 4631863,5
M1 379,8 0,090 g;ig?gg 5251075,5
90 M2 378,5 0,090 2;2222; 5230809,0
M3 378,7 0,090 g;;ggg? 5226255,0
5705152
100 M1 420,2 0,100 g;gggii 5704840,0
M2 420,2 0,100 5763362 5762988,0
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5760822
M3 420,6 0,100 5750578 5760175,0
M1 462,5 0,110 9567 6416299,0
6416299
6368940
110
M2 462,8 0,110 6384591 6376765,5
6388173
M3 462,6 0,110 6385011 6386592,0
6954571
M1 504,5 0,120 6954606 6954588,5
6968927
12 M2 4,7 12 4
0 504, 0,120 6970003 6969465,0
6995409
M3 504,9 0,120 6998994,0
7002579

Tabla N°12: Resultados de linealidad

En el nivel 110% en la muestra uno, se elimind un dato debido a un error en el

inyector del HPLC.

En la figura N°2, se representan los resultados obtenidos en la Tabla N° 12

Grafico Regresion Lineal
7500000 -

7000000 -
6500000 -

86000000 .
5500000 -

y = 6E+07x - 43160
R2=0,999

5000000 -

4500000 -

4000000 \ \ \ \ \ \
0,0700 0,0800 0,0900 0,1000 0,1100 0,1200 0,1300

Concentracion [mg/mL]

Figura N°2: Gréfico regresion lineal

31



En la tabla N° 13 se muestran los resultados de la regresion lineal.

Parametro Resultado Nifedipino
Ecuacion de la recta y = 6E+07x - 43160
Coeficiente de correlacion (r) 0,999
Coeficiente de determinacion (r2) 0,999

Tabla N° 13: Resultados regresion lineal

Segun los resultados obtenidos que se muestran en la tabla N° 13, “Y=b*x+a es
la ecuacion de la recta, donde x es la concentracion, y la respuesta, b el valor de
la pendiente y, a el termino independiente” (A.E.F.1., 2001 (p. 61). Un valor alto
de la pendiente indica una mejor respuesta del método frente a cambios en la
concentracion del analito, en este caso se obtuvo una pendiente alta con un valor

de 6E+07.

“El coeficiente de correlacion indica el grado de relaciéon entre la concentracion
(variable x) y la respuesta (variable y). Si el valor es cercano a la unidad significa
que existe correlaciéon con probabilidad elevada” (A.E.F.l., 2001 (p. 61). El
coeficiente de correlacién obtenido en este analisis es de 0,999, un valor muy

cercano al 1 lo que indicaria linealidad en los datos obtenidos.

El coeficiente de correlacion no justifica por si sola la linealidad, siendo “el
coeficiente de determinacion el que aporta una mayor significancia, ya que

expresa la proporcion de la variacion total de y. Si el valor es cercano a la unidad
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significa que existe correlacion con probabilidad elevada” (A.E.F.I., 2001 (p. 61).
El valor de determinacion obtenido es de 0,999, resultado que junto al coeficiente

de correlacion confirmaria la linealidad de los datos.

Al representar los residuales en el eje de las ordenadas y los valores estimados
en el eje de las abscisas como se muestra en la Figura N°3, “la distribucion de
los puntos debe ser aleatoria y no reflejar ninguna tendencia” (A.E.F.I., 2001 (p.

61).

Grafico de Residuales: Nifedipino

60000,00000
40000,00000
20000,00000 'S
@ 0,00000
>
220000,00000
&40000,00000
-60000,00000
-80000,00000
~100000,00000

0 5 10 15 20 25 30 35
Prondstico de y

Figura N° 3: Grafico residuales

En la figura N°3, se demuestra que los datos graficados no siguen ningin patrén

y que su distribucion es aleatoria.

Para probar si existe una correlacion significativa, se realizé una prueba de t de

Student con n-2 grados de libertad y un 95% de confianza, con “la hipotesis nula
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de que no existe correlacion entre x e Y. Si el valor de t experimental es mayor
gue el t de tabla, se rechaza la hipotesis nula, siendo significativa la correlacion

lineal” (Instituto de Salud Publica, 2010 (p.29)

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla N° 14.

Parametro T tabla T experimental
Texp > Ttabla 2,160 47,673

Tabla N° 14: Resultados t Student linealidad

El t experimental es mayor al t de tabla por lo que se rechaza la hipétesis nula,

siendo significativa la correlacion lineal.

Para poder realizar un test de ANOVA y asi analizar las varianzas se debe cumplir
con la homogeneidad de varianzas, calculado a través del test de Cochran. “El
factor de Cochran indicara si el factor de concentracion tiene influencia en la
variabilidad de los resultados” (A.E.F.l., 2001 (p. 61). Si G experimental es menor
al G de tabla, el factor concentracion no tiene influencia significativa sobre la

variabilidad de los resultados.

El G tabulado se calcula con 95% de confianza, con 5 grupos y n-1

determinaciones por grupo, los resultados se muestran en la Tabla N° 15.

Parametro G tabla G experimental
Gexp < Gtabla 0,6838 0,5414

Tabla N° 15: Homogeneidad de varianzas linealidad
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El G experimental calculado es menor al G de tabla demostrando que el factor

concentracion no tiene influencia sobre la variabilidad de los resultados.

Luego se realizo el analisis de varianza por ANOVA, un “F experimental mayor al

F de tabla, demuestra la existencia de una pendiente distinta de cero” (A.E.F.I.,

2001 (p. 62)

F tabulado se obtiene de acuerdo a los grados de libertad correspondientes y a

un grado de significacion igual a 0,05.

Los resultados se muestran en la tabla N° 16 y N° 17.

Suma de Cuadrados

Grados de

(SC) Libertad (GL)|  Varianza (V) 3
Regresion| 10186360361081 1 10186360361081
Residuos | 13446147637 13 1034319049 | 9848,374
Totales | 10199806508717 12 728557607766

Tabla N° 16: Calculos de ANOVA linealidad

Parametro

F tabla

| F experimental

Ftabla < Fexp

4,667

9848,374

Tabla N° 17: Resultados ANOVA linealidad

Los resultados que se muestran en la Tabla N° 17, muestran que el F

experimental es mayor al F tabulado, demostrando que la pendiente es distinta

de cero.
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“El factor de respuesta expresa la relacion entre la respuesta y la concentracion.
En una calibracion lineal los factores de respuesta deben ser semejantes entre
si y cercanos al valor de la pendiente” (A.E.F.l., 2001 (p. 62), los resultados

obtenidos se muestran en la tabla N° 18

Parametro Nifedipino
RSD 0,53%

Tabla N° 18: Resultados factor de respuesta linealidad

El RSD obtenido es menor a 2,00%, demostrando que los factores de respuestas

son semejantes entre si, demostrando linealidad de los resultados.

4.4.Exactitud

En la Tabla N°19, se pueden observar los resultados obtenidos a partir de las

soluciones preparadas en los diversos niveles de concentracion.

N° MZ?:ﬁa Con p Area Recobro Desviacion PRIELD re?:itl)jro
- . .
[%] MP | Prima | [mg/mL] A Promedio (%) VRl I Recobro Re(céz)b ro (%)
[mg]
4645923
M1 | 336,6 | 0,080 4647692,5 | 99,90
4649462
4640781 -
8 |M2| 336,7 | 0,080 4639744,0 | 99,70 1,86E
4638707 08
4630705
M3 | 336,7 | 0,080 4631863,5 | 99,53 0,60 99,51 0,61
4633022
5705152
M1 | 420,2 | 0,100 5704840,0 | 98,23
8 5704528 3,19E-
= 5762614 07
M2 | 420,2 0,100 5762988,0 | 99,23
5763362
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5760822
M3| 4206 | 0,100 5760175,0 | 99,08
5759528
6954571
M1| 5045 | 0,120 69545885 | 99,73
6954606
6968927 i
8§ | m2| 504,7 | 0,120 69694650 | 99,91 | T>2F
6970003 07
6995409
M3| 5049 | 0,120 6998994,0 | 100,29
7002579

Tabla N° 19: Resultados exactitud

Para determinar si el factor concentracion tiene alguna influencia en los

resultados se utiliza el test de Cochran, para ver la igualdad de varianzas.

“Al ser G experimental menor a G tabla significa que las variancias de los tres
niveles de concentracion utilizados son equivalentes, es decir que el factor

concentracion no influye en la variabilidad del resultado” (A.E.F.1., 2001 (p. 80).

El G tabulado se calcul6 con 95% de confianza, con 3 grupos y n-1

determinaciones por grupo.

Los resultados se muestran en la tabla N° 20, el G experimental es menor que G
de tabla demostrando que el factor concentracion no tiene influencia sobre la

variabilidad de los resultados.

Parametro G tabla G experimental
Gexp < Gtabla 0,8709 0,6521

Tabla N° 20: Homogeneidad de varianzas exactitud
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El recobro es expresado como porcentaje de recuperacion en la valoracion de
una cantidad conocida de analito afiadida sobre la muestra. (A.E.F.l., 2001 (p.

80)

El recobro de la muestra fue de un 99,51%, cumpliendo con los criterios de

aceptacion.

Para comprobar que la recuperacion es satisfactoria se debe evaluar si hay
diferencia significativa entre la recuperacion media y el valor del 100%. Se realiza
t de Student, con n-1 grados de libertad y un 95% de confianza, si T exp es menor

a T tabla, no existe diferencia significativa entre la recuperacion media y el 100%.

Los resultados se muestran en la tabla N° 21.

Parametro T tabla T experimental
Texp < Ttabla 2,3060 0,2699

Tabla N° 21: Homogeneidad de varianzas recobro

En la tabla N°21 se muestra que el T experimental es menor al T de tabla,
demostrando que no existe diferencia significativa entre la recuperacion media y

el 100%.
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4.5.Precision

4.5.1. Repetibilidad del sistema

“‘Este parametro estudia la variabilidad debida unicamente al instrumento.”
(A.E.F.1., 2001 (p. 69). La estimacion de la repetibilidad del sistema se realiza con

el célculo del coeficiente de variacion de las respuestas obtenidas. (A.E.F.l1., 2001

(p. 70)

Los resultados se expresan en la tabla N° 22.

: Conc. Conc. Recobro Recobro | Desviacion RSD
Area Tedrica | encontrada (%) Promedio Estandar recobro (%)
[mg/mL] | [mg/mL] ° (%) (S) °
5856518 | 0,101 0,103 101,49
5855368 | 0,101 0,103 101,47
5857895 | 0,101 0,103 101,51
101,48 0,039 0,04
5855453 | 0,101 0,103 101,47
5852535 | 0,101 0,103 101,42
5858903 | 0,101 0,103 101,53

Tabla N° 22: Resultados repetibilidad del sistema

El RSD del recobro obtenido es de 0,04, cumpliendo con el criterio de aceptacion

de < 2,00%, demostrando que el sistema presenta poca variabilidad.
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4.5.2. Repetibilidad del método

La preparacion de las muestras y las respuestas de estas, se detallan en la Tabla

N° 19 (seccion 4.4).

La estimacion de la repetibilidad del método se realiza con el célculo del

coeficiente de variacion de las respuestas obtenidas y el recobro. (A.E.F.I., 2001

(p. 71)

El RSD obtenido es de 0,61%, cumpliendo el criterio de aceptacién demostrando

qgue el método es repetible.

4.5.3. Precision intermedia

La preparacion y las respuestas para el analista uno se muestras en las tablas

N°23 y 24, para el analista 2 se muestran en las tablas N° 25y 26

Peso Concentracion
Nivel N° Materia ‘ Concentracién Recobro
. Area L encontrada
[%] | Muestra | Prima tedrica[mg/mL] %
[mg] [mg/mL]
M1 336,0 | 4594169 0,080 0,080 99,47
80 M2 336,7 | 4580386 0,080 0,079 98,97
M3 336,3 | 4606064 0,080 0,080 99,64
M1 420,7 | 5712758 0,100 0,099 98,79
100 M2 420,2 | 5714214 0,100 0,099 98,93
M3 420,9 | 5448064 0,100 0,094 94,17
M1 504,3 | 6848715 0,120 0,119 98,80
120 M2 504,4 | 6857264 0,120 0,119 98,90
M3 504,5 | 6849094 0,120 0,119 98,77

Tabla N° 23: “Resultados analista 1 equipo 1”
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Peso Concentracion | Concentracion
ML N® EISTE Area tedrica encontrada REEDAE
[%] | Muestra | Prima %
[mg] [mg/mL] [mg/mL]
M1 336,0 |4478027 0,080 0,080 99,38
80 M2 336,7 |4483217 0,080 0,080 99,29
M3 336,3 | 4527106 0,080 0,080 100,38
M1 420,7 |5633268 0,100 0,100 99,85
100 M2 420,2 |5598340 0,100 0,099 99,35
M3 420,9 |5350270 0,100 0,095 94,79
M1 504,3 | 6730689 0,120 0,119 99,53
120 M2 504,4 | 6757861 0,120 0,120 99,91
M3 504,5 |6772921 0,120 0,120 100,11
Tabla N° 24: “Resultados analista 1 equipo 2”
FEED Concentracion
Nivel N° Materia < Concentracion Recobro
; Area ) W hallada
[%] | Muestra| Prima tedrica [mg/mL] %
[mg] [mg/mL]
M1 336,2 |4595536 0,080 0,080 99,44
80 M2 336,4 |4604829 0,080 0,080 99,58
M3 336,2 |4587504 0,080 0,079 99,27
M1 420,1 |5773020 0,100 0,100 99,97
100 M2 420,1 |5817504 0,100 0,101 100,74
M3 420,1 |5571848 0,100 0,097 96,49
M1 504,4 |6861474 0,120 0,119 98,96
120 M2 504,4 |6813802 0,120 0,118 98,28
M3 504 |6772487 0,120 0,117 97,76

Tabla N° 25: “Resultados analista 2 equipo 1”
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: Peso_ Concentracion | Concentracién
NIVE] N MEIEEL | e tedrica hallada REEAAE
[%] | Muestra | Prima %
[ma] [mg/mL] [mg/mL]
M1 336,2 |4498734 0,0800 0,080 99,78
80 M2 336,4 |4483715 0,0801 0,080 99,39
M3 336,2 | 4482664 0,0800 0,080 99,43
M1 420,1 |5638836 0,1000 0,100 100,09
100 M2 420,1 |5675606 0,1000 0,101 100,74
M3 420,1 |5464686 0,1000 0,097 97,00
M1 504,4 |6737234 0,1201 0,120 99,60
120 M2 504,4 16701343 0,1201 0,119 99,07
M3 504 6709532 0,1200 0,119 99,27

Tabla N° 26: “Resultados analista 2 equipo 2”

“La estimacion de la precision intermedia se realiza con el célculo del coeficiente
de variacion de las respuestas obtenidas” (A.E.F.l., 2001 (p. 74) dando un 1,43%

demostrando que los recobros obtenidos entre los dos analistas son semejantes.

Ademas, se calcula Anova para comprobar que las respuestas obtenidas no
presentan diferencia significativa, dando un F experimental de 1,6E-05, siendo
menor al F de tabla 2,606. Un “F experimental menor al F de tabla, demuestra
que no hay diferencia significativa” (A.E.F.I., 2001 (p. 286). Demostrando que los

recobros obtenidos son semejantes entre si

4.6.Especificidad

En la solucién muestra y la solucién estandar se pudo detectar la presencia del

pico correspondiente a Nifedipino con un tiempo de retencién 11,7 minutos

42



aproximadamente, sin interferencia de otra especie quimica que dificultara su
identificacion. En cuanto a la solucién solvente y el placebo, no se detecto alguna
respuesta que pudiera interferir en la cuantificacion e identificacion del pico de

Nifedipino.

Los cromatogramas se adjuntan en el Anexo N°2

Para el estudio de degradaciones forzadas, las respuestas y los recobros de cada

muestra se detallan en la tabla N° 27.

Concentracion %
ID Muestra encontrada Recobro %
[mg/mL] Degradado
Condicion 0,102 101,53% N/A
Normal
Termolisis 0,114 113,54% 11,83
Hidrolisis 0.101 100,72% 0.80
Acida
Hidrdlisis 0,010 99.77% 1,74
Basica
Oxidacion 0,085 85,13% 16,15

Tabla N° 27: Resultado degradaciones forzadas

El porcentaje de degradacion calculado segun la formula de la seccion 3.2.2.4.1
indica que Nifedipino se degrada bajo oxidacion observando la formacion de
productos de degradacibn como se puede observar en el cromatograma
correspondiente (Anexo N°2), ademas Nifedipino es sensible al calor, el recobro

de la muestra junto a su respectivo cromatograma indica que existen productos
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de degradacion que aparecen junto al pico de Nifedipino al someter la muestra al

calor, aumentando su area y por tanto su recobro.

4.7.Robustez

Los resultados fueron comparados con la expresidon SV2, donde s es la
desviacion estandar obtenida por las areas obtenidas en el ensayo de
repetibilidad del método en el nivel 100% y del estandar. “Las diferencias
superiores en valor absoluto al resultado de esta expresion (Sv2) se consideran

significativas” (A.E.F.l., 2001 (p. 104).

Los resultados para el estandar se muestran en la tabla N° 28 y para la muestra

en la tabla N° 29

Solucion estandar
Cambio Valor nominal X | Valor alternativo x DifAe(r;_r:(;:ia S X V2
Marca Columna 6500036,8 6780251,1 280214,3
Temperatura columna 6647128,3 6633159,7 13968,6
Flujo 5861950,0 7418337,9 1556387,9
Volumen de inyeccién 6031003,2 7249284,8 1218281,6 8398,14
Longitud de onda 7250850,3 6029437,7 1221412,6
Proporcién Fase movil 6577760,5 6702527,4 124766,9
Filtro 6693238,8 6587049,2 106189,6

Tabla N° 28: “Resultados estandar robustez”
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Solucién muestra

Cambio Valor nominal X | Valor alternativo x DifAe(r)?_r:(;:ia S X V2
Marca Columna 6545025,8 6665431,0 120405,3
Temperatura columna 6600125,5 6610331,3 10205,8
Flujo 5838261,9 7372194,8 1533932,9
Volumen de inyeccién 6003098,5 7207358,3 1204259,8 41482,63
Longitud de onda 7206294,6 6004162,2 1202132,4
Proporcién Fase movil 6535928,7 6674528,1 138599,4
Filtro 6661506,0 6548950,8 112555,3

Tabla N° 29: “Resultados muestra robustez”

Al comparar la diferencia del valor nominal con el valor alternativo y la expresion

SV2, se concluye que al método no se le puede hacer ningiin cambio de los

analizados ya que el estandar es sensible a todos los cambios realizados.

4 .8.Estabilidad de soluciones

Los resultados de los analisis para la solucion estandar se detallan en la tabla N°

30 y para la solucion muestra en la tabla N° 31.

45



Solucién estandar
Tiempo Concentracién CEMBEMIRLIT Recaobro POTEEIEE

T° (Hrs) Tebrica [mg/mL] encontrada (%) de degradacién
J [mg/mL] ) (%)
® 0 0,102 0,102 99,86 N/A
5 24 0,102 0,010 97,47 2,39
= 48 N/A N/A N/A N/A
E 72 N/A N/A N/A N/A
S 0 0,102 0,102 99,90 0,03
g 24 0,102 0,100 97,94 1,96
-g 48 0,102 0,099 96,84 3,06
2| 72 N/A N/A N/A N/A

Tabla N° 30: “Resultados estabilidad para estandar”
Solucién muestra
To Tiempo Concentracién Concentragi()n Recobro d F:jorcenc';ajef,

(Hrs) Tebrica [ma/m] encontrada (%) e degradacion
[mg/mL] (%)
Q 0 0,101 0,102 101,36 N/A
5 24 0,101 0,100 99,24 2,12
= | 48 N/A N/A N/A N/A
< 72 N/A N/A N/A N/A
S 0 0,101 0,102 101,30 0,06
S 24 0,101 0,100 99,46 1,84
;,% 48 0,101 0,099 98,18 3,12
as 72 N/A N/A N/A N/A

Tabla N° 31: “Resultados estabilidad para muestra”

Tanto la solucion estandar como la solucién muestra de Nifedipino a temperatura

ambiente (2-8°C) a las 24 horas mostraron un porcentaje de degradacion mayor
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al permitido, por lo que si se mantienen a temperatura ambiente deben ser

inyectada una vez preparadas.

En cambio, si ambas soluciones se mantienen refrigeradas una vez preparadas
su estabilidad se prolonga hasta 24 horas, pudiendo ser inyectadas hasta un dia

después de ser preparadas.

4.9.Rango

De los resultados obtenidos en los parametros de validacion, Precision, Exactitud

y Linealidad, se determina que el rango de concentracion que cumple con los

criterios de especificacion es de 0,08 mg/mL a 0,12 mg/mL, comprendiendo el

rango de porcentaje de 80 — 120 % de la concentracion de trabajo del analisis.
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5. CONCLUSIONES

Se elabora el protocolo de validacion para la prueba de valoracion del producto
terminado de Nifedipino 20 mg comprimidos de liberacion prolongada producido
en ITF-Labomed, este documento fue elaborado sin desviaciones ni

complicaciones, donde se detallan los analisis y pardmetros a analizar.

De acuerdo a las pardmetros y criterios establecidos en el protocolo de validacién
se procede a realizar el andlisis cumpliéndose a cabalidad todos los analisis

propuestos en el protocolo.

Al finalizar los analisis y realizar el tratamiento de datos, se comprob6 que el
método para el andlisis es lineal, exacto y preciso en el rango de concentraciones
de 0,08 mg/mL a 0,12 mg/mL. Ademas, que no existen sefiales de la matriz o del

blanco que interfieran en su correcta identificacion.

Las muestras analizadas, son sensible al calor y la oxidacién y tanto la solucién
estandar y la solucion muestra de Nifedipino deben ser inyectada una vez
preparada si se deja a temperatura ambiente. Si se mantienen refrigeradas, las
muestras son estables hasta las 24 horas. Ademas, el método se muestra

sensible a los cambios realizados.
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Finalmente se concluye, que el método analitico utilizado es adecuado con alto
grado de confianza para realizar los andlisis rutinarios de valoracion en el

producto terminado de Nifedipino fabricado por ITF-Labomed.
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6. GLOSARIO

Validacion: Establecimiento de la evidencia documental que un procedimiento
analitico conducira con alto grado de seguridad a la obtencion de resultados
precisos y exactos dentro de las especificaciones y atributos de calidad
previamente establecidos.

Aptitud del sistema: Conjunto de ensayos que permiten comprobar en el
momento de utilizacion del método que el sistema (analista, reactivos e o
instrumento) es adecuado para llevar a cabo la determinacién para la que se
ha establecido y validado dicho método.

Linealidad: Capacidad del método para proporcionar resultados que son
directamente proporcionales a la concentracion del analito en la muestra
dentro de un rango establecido.

Exactitud: Expresa la proximidad entre el valor que es aceptado
convencionalmente como verdadero, valor nominal, teérico o un valor de
referencia y el valor encontrado experimentalmente. Capacidad del método
analitico para proporcionar resultados lo mas cercanos posible al valor tedrico
0 nominal.

Robustez: Medida de la capacidad de un método analitico para permanecer
inalterado ante pequefias pero deliberadas variaciones en ciertos parametros
proporcionando idea de su fiabilidad o estabilidad durante su empleo en
rutina.

Especificidad: Capacidad de un método analitico para medir y/o identificar
simultdnea o separadamente los analitos de interés de forma inequivoca sin
interferencias de impurezas, productos de degradacion, compuestos
relacionados, excipientes u otras sustancias presentes en la matriz de la
muestra.

Precision: Capacidad de un método para proporcionar resultados préximos
entre si.

Repetibilidad: Estudia la variabilidad del método efectuando una serie de
andlisis sobre la misma muestra en las mismas condiciones operativas, en un
mismo laboratorio y en un periodo de tiempo corto.

Precision intermedia: Evalia la precision del método frente a variaciones
internas del laboratorio (analista, dia, instrumento, etc). Es la precision
intralaboratorio.

Estabilidad de soluciones: Es un requerimiento basico la demostracion de la
estabilidad de la muestra y de los patrones durante el tiempo comprendido
entre su preparacion y la finalizacion del analisis, especialmente cuando se
ocupan equipos automaticos en donde las muestras pueden permanecer
horas antes de ser analizadas.
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Rango: Diferencia en magnitud entre la mayor y menor concentracion de
analito que puede determinarse satisfactoriamente con adecuada linealidad,
exactitud y precision.
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8. ANEXOS

Anexo N° 1: Portada protocolo validacion metodologia analitica

WIIF-U!BHII

PROTOCOLO ) Cédige:  PVM-DD4-VAL

VALIDACION DE METODOLOGIA ANALITICA B
“CARDICON® RETARD 20 MG COMPRIMIDOS | "™ o
LIBERACION PROLONGADA
NIFEDIPINO 20 MG COMPRIMIDOS LIBERACION Pigina:  1de18

PROLONGADA

PROTOCOLO DE VALIDACION DE METODOLOGIA ANALITICA

PRODUCTO

PRUEBA

WAL

LABORATORIO

CARDICON® RETARD 20 MG COMPRIMIDOS LIBERACION
PROLONGADA
NIFEDIPINO 20 MG COMPRIMIDOS LIBERACION
PROLONGADA .
. IDENTIDAD / VALORACION / UNIFORMIDAD DE

CONTENIDO
ION : VALIDACION

. ITF-LABOMED

F-CC-220001
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e Anexo N° 2: Cromatogramas especificidad

Cromatograma blanco

5 ____ DAD-CH1 265nm 5
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34 ]
24 -2
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Minutes
DAD-CH1 265 nm
Results i
Nombre Tiempo de retencién Area Platos tedricos USP Asimetria
Cromatograma placebo
___ DAD-CH1 265nm
Puoeto
.
s
z H
2 2
1 1
e |3 0
o 2‘ ! ; E‘ 8 o 12 14
DAD-CH1 2656 nm
Results .
Nombre Tiempo de retencién Area Platos tedricos USP Asimetria
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Cromatograma estandar

1 Name \ L
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0 —————————————— 2 = r0
4
0 2 4 6 8 10 12 14
Minutes
DAD-CH1 265 nm
Resuits
Nombre Tiempo de retencion Area Platos tedricos USP Asimetria
Nifedipino 17 6025686 9578 1.3
Cromatog rama muestra
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[
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2 40 40 2
E E
fh
20 ? 20
\‘ 2 1
g
0+—— — — — rz . 0
z
0 2 4 6 8 10 12 14
Minutes
DAD-CH1 265 nm
Resuits
Nombre Tiempo de retencion Area Platos tedricos USP Asimetria
Nifedipino 17 5820183 9452 1,3
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Cromatograma termolisis
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Results
Nombre Tiempo de retencién Area Platos tedricos USP Asimetria
Nifedipino m",7 6314338 9569 1,3
Cromatograma fotolisis
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Results
Nombre Tiempo de retencion Area Platos tedricos USP Asimetria
Nifedipino 1,7 5757233 9468 1,3
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Cromatograma hidrolisis acida
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Results
Mombre Tiempo de retencién Area Platos tedricos USP Asimetria
Nifedipino 1,7 5770986 9719 1,3
Cromatograma hidrolisis basica
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= I
0 2 4 i 8 10 12 14
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Results
Nombre Tiempo de retencion Area Platos tedricos USP Asimetria
Nifedipino 1.7 5719256 9598 1.3
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Cromatograma oxidacion

300
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Results
Mombre Tiempo de retencion Area Platos tedricos USP Asimetria
1.7 4670319 3617 1,2
3.7 357196 6652 0,0
3,9 127923 7185 0,0
4.9 68819 11613 1,9
4.4 443835 5927 1.4
Nifedipino 11,7 4783143 9609 1,3

58



