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RESUMEN

El presente proyecto de investigacion, expone el desarrollo y la validacion del método analitico
para la determinacion del marcador fitoquimico del extracto de Aristeguietia glutinosa LAM, en
MATICO DEL DR. PENA® Tabletas. En la primera etapa, dentro del desarrollo del método
analitico se contemplaron los estudios previos realizados al extracto de Aristeguietia glutinosa
LAM, donde se establecen a los flavonoides como metabolitos de interés, empleando para su
obtencion una técnica de extraccion liquido-liquido, que consistié en el uso de solventes
organicos, para desengrasar la muestra y una hidrolisis forzada tras la adicion de un medio acido
y la elevacion de temperatura, para obtener a los flavonoides en su forma aglicona.
Posteriormente se acondiciond la muestra para su andlisis tanto en cromatografia de capa fina
como cromatografia liquida de alta eficiencia; técnicas con las que se realizaron pruebas
confirmatorias frente a varios estandares de flavonoides conocidos, con lo que se pudo definir a
Quercetina como el marcador fitoquimico. En la siguiente etapa y tras el estudio de las
caracteristicas biofarmacéuticas y fisicoquimicas de Quercetina, se establecio y elaboro el
protocolo para la validacién del método analitico, en base a reportes de la OMS, ICH, AEFI y
USP; para productos farmacéuticos y productos naturales. Finalmente, se logrd validar la
metodologia de andlisis desarrollada obteniendo muy buenos resultados y estableciendo como
marcador fitoquimico del extracto de Aristeguietia glutinosa LAM a Quercetina, cumpliendo
con el propo6sito del método analitico creado, que fue la valoracidn en rutina, tanto de la materia
prima MATICO DEL DR. PENA® Extracto, como del producto terminado MATICO DEL DR.
PENA® Tabletas, dentro del Laboratorio NEO FARMACO DEL ECUADOR NEOFARMACO
CIA. LTDA. Ademas, es trascendental concientizar el apoyo a este tipo de proyectos, tanto a
nivel de la academia como a nivel de empresa privada, para que de esta forma el pais

potencialice el comercio de productos naturales de calidad.

PALABRAS CLAVE: <CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES>, <METODOLOGIA
ANALITICA>, <VALIDACION DEL METODO ANALITICO> <CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPLC)>, <FLAVONOIDES> <MARCADOR
FITOQUIMICO>, <FITOMEDICAMENTOS>.
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ABSTRACT

The present investigation aims developing and validating of the analytical method for purpose
of phytochemical marker Aristeguietia glutinosa extract LAM, from MATICO DE® DR. PENA
® Tablets. In the first stage, in the development analytical method, previous studies were
contemplated to extract from Aristeguietia glutinosa LAM, flavonoids are established as
metabolites of interest, using a liquid-liquid extraction technigque to obtain them. Consisted of
the use of organic solvents, to degrease the sample and a forced hydrolysis after the addition of
an acidic medium and rise of temperature, to obtain the flavonoids in their glycine form.
Afterwards, the sample was conditioned for its analysis both in chromatography of each fine
and liquid chromatography of high efficiency; techniques with confirmatory tests were carried
out against several known flavonoid standards, with Quercetin could be defined as the
phytochemical marker. Then, after the study of biochemical and phytochemical characteristics
of Quercetin and protocol for validation about analytical method were established and
elaborated, based on reports from WHO, ICH, AEFI and USP; for pharmaceutical and natural
products. After study from biochemical and phytochemical characteristics of Quercetin, the
protocol for validation of analytical method was established and elaborated, based on reports
from WHO, ICH, AEFI and USP; for pharmaceutical and natural products. Finally,
methodology of analysis developed was obtained validation obtaining very good results and
establishing as a phytochemical marker for Aristeguietia glutinosa LAM to Quercetin, fulfilling
the purpose of the analytical method created, which was the routine assessment of both raw
material MATICO FROM DR. PENA ® Extract, as the finished product MATICO DEL DR.
PENA ® Tablets; inside the Laboratory NEO FARMACO DEL ECUADOR NEOFARMACO
CIA. LTDA. In addition, it is important to raise awareness of support for this type of project,
both the academic level and as level of private enterprise, so that the country can potentiate

trade of quality natural products.

KEY WORDS: <EXACT AND NATURAL SCIENCES>  <ANALYTICAL
METHODOLOGY>, <VALIDATION OF THE ANALYTICAL METHOD>, <HIGH-
EFFICIENCY LIQUID CHROMATOGRAPHY (HPLC)>, <FLAVONOIDS>,
<PHYTOCHEMICAL MARKER>, <PHYTOMEDICAMENTS>.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

o Desarrollar y validar el método analitico para la determinacién del marcador
fitoquimico del extracto de Aristeguietia glutinosa LAM, utilizado en el producto en el
producto “Matico del Dr. Pefia®" Tabletas en el LABORATORIO NEO FARMACO
DEL ECUADOR NEOFARMACO CIA. LTDA

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Definir el marcador fitoquimico del extracto de Aristeguietia glutinosa LAM, mediante
pruebas confirmatorias frente a estandares de compuestos de naturaleza similar y en

base a estudios previos.

e Establecer el método de extraccién y acondicionamiento de la muestra, para la
obtencién del marcador fitoquimico a partir del extracto de Aristeguietia glutinosa
LAM.

e Emplear la técnica de cromatografia liquida de alta eficiencia — HPLC, para la
determinacién del marcador fitoquimico presente en el extracto Aristeguietia glutinosa
LAM.

e Demostrar que el método analitico es el adecuado para el propésito establecido, por

medio del analisis de los parametros contemplados en el protocolo de validacion.

XiX



INTRODUCCION

Ecuador es un pais caracterizado por su prodigiosa biodiversidad, siendo considerado uno de
los mas ricos a nivel mundial, en referencia tanto de su compendio de flora y fauna como a su
cultura ancestral, en la curacién enfermedades, es por ello que se hace evidente el creciente
interés por el uso de "medicamentos naturales” o fitomedicamentos, como terapia alternativa, en
el pais y en todo el mundo, naciendo la importancia del control de este tipo de productos,
mediante técnicas modernas que aseguren su composicién y produccién. Esto involucra
directamente a la industria farmacéutica, quien seria la principal beneficiada al implementar
protocolos de produccion y andlisis de fitomedicamentos con tecnologia moderna que garantice
al paciente consumir un producto de calidad y seguridad y que ademas sea de origen natural, por

lo que tendria mayor aceptacion por los consumidores.

Por otra parte, la validacion de estos procesos dentro de la industria juega un papel fundamental
ya que permite tener la evidencia necesaria que demuestre que dentro de las condiciones que un
determinado laboratorio posea, los resultados obtenidos de un andlisis sean fiables y cumplan
con su proposito, todo esto apoyandose en el uso de tecnologias modernas que cumplan con los
criterios de la distintas farmacopeas, como por ejemplo la Cromatografia Liquida de Alta
Eficiencia (HPLC), que permite realizar el andlisis de un gran nimero de muestras con alta

sensibilidad y en menor tiempo, reduciendo de esa forma el consumo de solventes.

Ademas es importante mencionar el gran desafio que representa extrapolar dichas técnicas al
analisis de una matriz vegetal, ya que en ella los compuestos no se van a encontrar de forma
aislada, por lo que, el desarrollo y validacion de nuevos métodos analiticos para la
determinacion de marcadores fitoquimicos en medicamentos naturales en el pais, marca una
nueva tendencia incentivando al Bioquimico Farmacéutico a ser mas que un analista, un
investigador, que impulse el desarrollo del pais en base a nuestros propios recursos, creando

productos de calidad dirigidos a conservar la salud de la poblacion.



CAPITULO I

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

Historicamente la fitoterapia comienza con la civilizacion, donde conocimiento y uso de plantas
y farmacos derivados de ellas, fueron difundidos desde China, Grecia y Egipto hacia Europa y
el mundo occidental mediante registros que demuestran que existen propiedades en los
vegetales que producen efectos beneficios para la salud humana. (Waksmundzka, M. et al, 2008
pp. 3). Siendo utilizadas desde su forma cruda en el tratamiento o cura de distintas afecciones o

como base en el desarrollo de nuevos medicamentos. (Waksmundzka, M. et al, 2008 pp. 73).

En los ultimos afios se ha visto que para la preparacion de medicamentos a base de productos
naturales es necesaria la fusion de varias disciplinas ya que el desconocimiento de técnicas para
su correcta obtencion y formulacién va a incidir negativamente en el mecanismo de accién o
actividad bioldgica de los componentes vegetales. (Waksmundzka, M. et al, 2008 pp. 5-7).
Mientras el uso de los “medicamentos naturales” va en aumento debido a los diferentes
problemas y/o reacciones adversas registradas por el uso de medicamentos de origen sintético,
la OMS establece pautas generales para el analisis de este tipo de preparaciones de origen

natural, importante para garantizar, su calidad, seguridad y eficacia. (Davies, 1., 2009 p.3).

En tanto a la tendencia actual de la academia acerca de la investigacion de métodos de anélisis
para determinar marcadores fitoquimicos, se centra en el empleo de técnicas modernas como,
Cromatografia Liguida de Alta Resolucién (HPLC), Cromatografia Liquida de Ultra
Resolucion (UPLC) y Cromatografia de gases (GC), acoplados a un detector UV o Masas,
conformando una parte integral dentro de la evaluacién de plantas medicinales. (Joyce, G. et al.,
2016, p. 2).

Generalmente los compuestos que le dan la actividad a un medicamento deben cumplir con
rigurosos estdndares que se encuentran establecidos en las farmacopeas, documentos
certificados que sirven de herramientas para avalar la calidad del medicamento. Sin embargo y
pese al gran numero de plantas utilizadas en medicamentos, estas en su gran mayoria, no se
encuentran incluidas en dichos documentos. (Waksmundzka, M. et al, 2008 pp. 6-9) Ya que al
dia de hoy practicamente todos los entes reguladores ponen como un pardmetro obligatorio
cumplir con la Validacién del método analitico a utilizar sobre especies vegetales, donde el

principal objetivo es demostrar que el método es adecuado para los propositos establecidos y en



determinas condiciones. Ademas, la validacion ofrece confianza y seguridad para cumplir con
las especificaciones legales del medicamento como la implementacion de las BPM, todo esto
bajo una serie de registros que permiten tener pruebas documentales del proceso, para lo cual se
tiene como referencia documentos de validacion para especies farmacéuticas encontrados en;
OMS, ICH y AEFI (AEFI, 2001 p.45).

En el Ecuador la falta de estudios modernos, es lo que dificulta establecer un control apropiado
gue garantice la seguridad y calidad de los fitomedicamentos, siendo importante para la
industria implementar métodos analiticos validados aplicables a productos naturales en base a
estatutos internacionales como el Anexo 2 del reporte técnico de la OMS, en el que se menciona
la importancia de establecer la vida Gtil de los productos naturales, mediante pruebas de
estabilidad que proporcionan evidencia de como la calidad de los mismos no varia frente a
varios factores ambientales, asi como las pruebas tradicionales de control de acuerdo a la forma
farmacéutica a analizar. Contribuyendo de esta forma al ente regulador en la implementacion
de parametros de control a considerar en la realizacién de fitomedicamentos, ademas de
convertirse en una empresa mas competitiva, estando a la vanguardia de nuevas técnicas
analiticas para productos naturales. (OMS, 2009 pp.89-125).

Por lo que la problematica que del presente trabajo de titulacion, fue la necesidad de desarrollar
y validar un método de anélisis por HPLC, para el andlisis en rutina del producto Matico Del

Dr. Pefia® Tabletas, dentro del Laboratorio NEO FARMACO DEL ECUADOR
NEOFARMACO CIA. LTDA.

1.1 Marco teérico

Aristeguietia glutinosa LAM

Figura 1-1 Aristeguietia glutinosa LAM. R.M.King & H.Rob.

Fuente: Catalogue of the Vascular Plants of Ecuador



1.1.1 Taxonomia

Reino: Plantae

Division: Tracheophyta

Clase: Magnoliopsida

Familia: Compositae

Especie: Aristeguetia glutinosa LAM

Sinénimos: Eupatorium glutinosum LAM.; Conoclinium rugosum Turcz.

Nombre comun: Matico, Yerba del soldado, chuzalongo, matigo, migla. (King, R. &
Robinson, H., 1975 pp. 217-220)

1.1.2 Ubicacién

Aristeguietia glutinosa LAM, es una especie endémica del Ecuador, que se encuentra
geograficamente distribuida en ciudades como, Azuay, Cafar, Chimborazo, Cotopaxi,

Imbabura, Pichincha, Tungurahua, a una altura de entre los 3000-4000 msm. (Tropico, 2017
p.1).

1.1.3  Descripcion botanica

Arbusto perenne que alcanza una altura de 1 a 3 m., con la presencia de ramas grises, hojas
aromaticas de color verde brillante de 7 a 10 cm de largo por 2,5 a 3,5 cm de ancho, de apice
agudo, margen dentado, haz rugosa y envés ligeramente albino. Las flores son tubulares, en
espiga solitarias, de tonalidad fucsia e inflorescencias amarillas. (King, R. & Robinson, H.,
1975 pp. 217-220)

1.1.4 Propiedades y usos

En medicina tradicional se conoce su empleo en diversas afecciones como, la cicatrizacion de
heridas, tratamiento de ulceras, hemorroides e infecciones urogenitales. (El-Seed, H. et al., 2002
pp.728-729)

Estudios previos de la especie, describen ciertos componentes aislados del extracto metanolico
de Matico poseen actividad antibacteriana, que tras su andlisis estructural se estableci6 que eran
diterpenos tipo copalano. (El-Seed, H. et al., 2002 pp.728-729). Existen otros estudios que
resaltan su actividad anti fangica debido a la presencia de triterpenos. (Valera J. et al., 2014, pp.
5-6).



Las hojas en decoccion se usan como cicatrizante en el tratamiento de hemorragias y en lavados
antisépticos sobre heridas, en infusidn se las utiliza para evacuar calculos biliares y para aliviar
enfermedades del tracto respiratorio (antiinflamatorio, expectorante y antitusigeno) en dolencias
gastrointestinales (empacho, diarreas agudas y crénicas) y topicamente en infusion de las hojas
para gargaras, ademas es utilizada como emoliente y protector de la piel. Por otro lado estudios
sobre la especie mencionan la actividad anti fingica y antimicrobiana del matico, empledndose
en la actualidad para la elaboracion de jabones antisépticos siendo comercializados con éxito.
(\Valera J. et al., 2014, pp. 19-43)

1.1.5 Estudios farmacoldgicos

NEOFARMACO CIA. LTDA., es una empresa caracterizada por la calidad y el alto grado de
innovacion que poseen sus productos, siendo unos de los méas destacados la linea de
fitomedicamentos a base de extracto de Matico conocida como “"MATICO DEL DR. PENA®",
que tras varios afios dedicados a la investigacion de su actividad farmacoldgica, con estudios

sobre su;

- Actividad antinflamatoria

- Actividad gastroprotectora

- Actividad Antimicrobiana

- Actividad Antimicdtica.

- Estudio de Toxicidad Aguda (LDso) (Pefia R. et al., 2016 pp. 2-6)

Los cuales han sido de gran importancia para cumplir con los requisitos necesarios para los
correspondientes Registros sanitarios, no obstante y debido al gran avance de la ciencia en los
altimos tiempos las técnicas analiticas modernas estan jugando un papel fundamental, para
garantizar de forma mucho maés precisa la calidad y seguridad de los productos de origen
natural. (Pefia R. et al., 2016 pp. 2-6)

1.2 Marcadores fitoquimicos

Historicamente, el reino vegetal cumple un papel fundamental para la medicina. Siendo las
plantas una fuente abundante de compuestos a los que se les atribuye propiedades terapéuticas,
dichos compuestos son conocidos como metabolitos secundarios tradicionalmente considerados
toxicos, no obstante, presentan funciones como; de proteccion frente a los depredadores
(fitoalexinas), sefializacion y atrayentes de insectos que estimula la polinizacion (antocianos),
etc. (Waksmundzka, M. et al, 2008 pp. 65)



La importancia de estas funciones ha incrementado el interés en el estudio de varias especies,
para lo cual, los principales 6rganos de las plantas a estudiar son: Hoja, flor, fruto, corteza, raiz
y bulbo. (Waksmundzka, M. et al, 2008 pp.17). Es por esto que cada familia, género y especie
de plantas genera una categoria quimica distinta 0 una mezcla de ellas, por lo que en ocasiones
esto sirve en la identificacion taxonomica de las mismas. Gracias a esto los metabolitos
secundarios identificados en ellas se pueden clasificar a su vez en funcién de su estructura
guimica, composicidn, via de sintesis o solubilidad. En términos generales es posible distinguir
3 vias metabdlicas principales para la produccion de estos compuestos; Figura 2-1
(Waksmundzka, M. et al, 2008 pp. 60)

a) Acido shikimico
b) Acetato

c) Mevalonato
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Figura 2-1. Vias metabélicas basicas de los principales metabolitos secundarios
Fuente: Waksmundzka, M. et al, 2008 pp. 61




De aquel conjunto de vias metabdlicas se puede diferenciar a los terpenoides, formados a partir
de cadenas carbonadas (mevalonato), justificando su abundancia en los productos naturales.
Otro grupo de gran importancia lo conforman los compuestos fendlicos Tabla 1-1., mismos que
se pueden sintetizar a través de dos vias; (a) Acido shikimico, como por ejemplo lignanos,
cumarinas y los derivados de Ac. benzoico. (b) Acetato, que en primera instancia conduce a

compuestos poliacetatos y que luego de la ciclacion da lugar a las quininas y xantonas.

Por otro lado existen otro grupo de fenoles que se destacan por su gran potencial investigativo,
siendo considerados “antioxidantes por excelencia”, debido a la presencia de un anillo central de
origen pirano, aparte de muchas otras aplicaciones bioldgicas, estos son los flavonoides,
encontrdndose en su gran mayoria de forma glicosilada en su estado natural, lo que ha

contribuido en funciones ecolégicas dentro del vegetal (Waksmundzka, M. et al, 2008 pp. 62)

Tabla 1-1 Descripcion de las principales clases de compuestos fendlicos, en base a su estructura

basica.
ESTRUCTURA CLASE FUNCION
BASICA
6C Fenoles simples, benzoquinonas, Sustancias alelopaticas
) Quinonas Fungicida
Acido hidroxicinamico, Sustancias alelopaticas
9C Cumarinas fitoalexinas
Flavonoides, isoflavonoides, Pigmentacion de flores y frutos,
15C antocianos, fungicida, fitoalexinas
chalcons, aurones
18C Lignanos Antioxidantes, fitoestrogenos
30C Biflavonoides Antioxidantes, actividad
antimicrobiana

Fuente: Waksmundzka, M. et al, 2008 pp. 63
Realizado Por Melissa Fiallos L. 2018

1.2.1 Flavonoides

Compuestos organicos, que estructuralmente provienen de la flavona, sustancia encontrada en
plantas del genero Primula spp. Con caracteristicas similares se puede encontrar las principales
clases de estos compuestos. En su estado natural los flavonoides, se presentan en mezclas de
diferentes clases de ellos y es muy extraiio encontrarlos aislados en tejidos vegetales. (Asen et
al., 1972) Tabla 2-1.



Tabla 2-1. Principales propiedades de flavonoides en base a su clase y distribucién natural.

CLASE

DISTRIBUCION

CARACTERISTICAS

Antocianinas

Flavonoles

Flavones

Glycoflavones

Flavanones

Se encuentran en malva y pigmentos de
flores azules; también en hojas y otros
Tejidos

Principalmente incoloros, son también co-
pigmentos en ambos extremos, cidnico y
acianico en; Flores y hojas

Incoloros; en hojas y frutas (especialmente
agrias)

Es soluble en agua y es visible a un
max. 515 a 545 nm

Luego de la hidrélisis &cida, son
manchas amarillas brillantes en luz
ultravioleta y al espectro son
visibles a max. 350 a 386 nm
Después de la hidrdlisis acida, sin
brillo manchas marrones
absorbentes en un espectral max. De
330 a 350 nm.

Contienen un azlcar enlazado a
CC;

moévil en el agua a diferencia
flavonas normales

Presenta  colores intensos en
tonalidad rojiza con MgjHCI; sabor
amargo

Fuente: J. B. Harborne, 1973 pp. 52
Realizado Por Melissa Fiallos L. 2018

A este grupo de compuestos generalmente se los encuentran en las plantas, unidos a azucares

como glucosidos, lo que origina dificultad

en su andlisis donde se emplean distintos

mecanismos de hidrolisis que permitan su obtencion en forma aglicona. Ademas muestran gran

afinidad al agua al estar en forma glicosilada, por lo que para disolverlos como agliconas, en la

mayoria de casos se emplean alcoholes como el etanol y metanol. (J. B. Harborne, 1973 pp. 52)

En cuanto a su estructura son compuestos con sistemas aromaticos conjugados (dos anillos de

6C; A-B), unidos por un puente de tres carbonos a un ciclo (tercer anillo de 6C; C) Figura 3-1.

Lo que le atribuye la presencia al espectro de bandas de absorcion intensas en la zonas del UV y
visible. (J. B. Harborne, 1973 pp. 53)

Figura 3-1. Estructura basica de los Flavonoides
Fuente: Formica et al 1995 pp. 1061-1080

Por dltimo, esta familia de compuestos comlUnmente se separa e identifica por procesos

cromatograficos y por comparacién de espectros frente a estdndares reconocidos, siendo

empleados como marcadores fitoquimicos por el hecho de poder ser detectados en la mayoria de



las especies de vegetales estudiadas y por presentar una gran estabilidad. (Waksmundzka, M. et
al, 2008 pp. 84) En este aspecto se puede mencionar a uno de los flavonoides de tipo flavonol,
maés estudiado para estos fines, llamado Quercetina, que en su estado natural se encuentra en un
sin numero de plantas y frutos y generalmente como O-glucésido. Figura 4-1. Al cual se le
atribuye propiedades como en la prevencion de ulceras, eliminacion de radicales libres, ademéas
como un anti espasmaodico, antihepatotoxico y antiinflamatorio (Diaz, C. Heinzen, H. 2006
p.575)
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Figura 4-1. Estructura de la Quercetina
Fuente: Formica et al. 1995 pp. 1061-1080

1.3 Desarrollo de Métodos Analiticos

El proposito de desarrollar un método analitico radica en lograr consistentemente el desempefio
esperado, satisfaciendo las normativas respectivas para el producto, asi como los atributos de

calidad que debe cumplir el mismo. (J. B. Harborne, 1973 pp. 15).

Al aplicar esto a un producto natural se debe tomar en cuenta muchos otros aspectos como
definir el analito, su estructura quimica, biosintesis, metabolismo y funcion biolégica. Es por
esto que para procedimientos como separacion, identificacion y purificacion, es necesario el uso
de métodos de analisis mucho mas sensibles para que a su vez se cumpla con uno de los retos de

la fitoquimica, que es el poder detectar cantidades mas pequefias de sustancias cada vez.

De la misma forma es importante mencionar que la falta de investigacion en esta area, ha
limitado a cumplir solamente con requisitos de calidad de las GMP, y es aqui donde se aprecia
la importancia del avance investigativo en el campo de la fitoquimica, ya que representa una
ayuda enorme en el desarrollo de métodos mucho mas efectivos y validables. (J. B. Harborne,
1973 pp. 15).

1.3.1 Fases del desarrollo de métodos analiticos

Este proceso cuenta con tres fases fundamentales, donde cada una cumple un propésito y

resultado especifico:



- Clase de molécula a analizar (Atributos Fisico-quimicos y biofarmacéuticos)
- Metodologia especifica de andlisis

- Condiciones 6ptimas del método (Polanco, M. 2010 p. 36)

1.3.2 Clasificacion de métodos analiticos

Existen diversas formas para clasificar a los métodos analiticos como:

1.3.2.1. Enfuncion a su estado regulatorio

- Metodologias farmacopeicas

Son todas aquellas que ya han sido analizadas y cumplen con las especificaciones de los
productos farmacéuticos determinados, bajo condiciones establecidas por las entidades de
regulacion (FDA y GMP) y que a su vez se encuentran descritas en las farmacopeas como la
USP-NF. Ademas para poder emplear este tipo de metodologias, se debe de disponer de
evidencia suficiente que demuestre que el método es adecuado para su uso en rutina y que
consiguientemente se estandarice en un registro de verificacion. No obstante si por algun
motivo el método es adaptado para otro uso, este ya debe cumplir con un proceso de validacion,
“porque se debe ajustar al nuevo propdsito: (USP 40 NF 35, 2017. p.1581)

- Metodologias no farmacopeicas

Son aquellos que no se encuentran en los documentos farmacopeicos, por lo que deben ser
correctamente validadas. (USP 40 NF 35, 2017. p.1581)

1.3.2.2. Enfuncion a su propdsito analitico

Se distinguen las siguientes categorias:

- Categoria I; Aplicable a procedimientos analiticos, en la cuantificacion de los
compuestos principales de farmacos a granel o de principios activos en productos
farmacéuticos terminados.

- Categoria Il; Aplicable a procedimientos analiticos, en la determinacién de impurezas o
productos de degradacién tanto en farmacos a granel como en productos farmacéuticos

terminados. En esta categoria se puede incluir a, métodos cuantitativos y pruebas limite.
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- Categoria IlI; Aplicable a procedimientos analiticos, en la determinacion del desempefio
del analito en la preparacion farmacéutica.

- Categoria IV; Aplicable a procedimientos analiticos, cuyo propoésito sea establecer la
presencia del analito de interés. (Polanco, M. 2010 p. 57)

Tabla 3-1. Clasificacién de las categorias de métodos analiticos en dependencia a su proposito
en la investigacion.

Caracteristicas de Categoria Il
Desempefio Categoria | Categoria I11| Categoria
Analitico Analisis Pruebas de v
Cuantitativos Limite

Exactitud Si Si * * No
Precisién Si Si No Si No
Especificidad Si Si Si * Si
Limite de Deteccién No No Si * No
Limite de Cuantificacion No Si No * No
Linealidad Si Si No * No
Robustez * * * * *

* Pueden requerirse, dependiendo de la naturaleza de la prueba especifica.
Fuente: USP 40 NF 35, 2017. p.1953
Realizado Por Melissa Fiallos L. 2018

1.3.3 Aislamiento de compuestos de una matriz vegetal

El pretratamiento de la muestra conforma uno de los mas importantes y de mayor duracién
dentro de un proceso de analisis, ya que debe priorizar una extraccion de bajo costo, efectiva,
con el uso minimo de solventes y sobretodo garantizar el grado de recuperacion del compuesto
de interés. (Heinrich, M. et al, 2012 pp.109).
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Figura 5-1. Estrategia general de aislamiento de compuestos bioactivos.
Fuente: Heinrich, M. et al, 2012 pp.113
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1.33.1 Técnicas de extraccion de compuestos a partir de materia vegetal

El establecimiento del compuesto de interés, es vital en la seleccion de las posibles técnicas a
emplear en su aislamiento. Un extracto una matriz compleja donde los compuestos tienden a

actuar sinérgicamente, siendo recomendable clasificarlas en:

-Compuestos Activos: Quienes presentan una actividad farmacolégica y accion directa sobre la

fisiologia del individuo.

-Compuestos Marcadores: Son sustancias que forman parte de las drogas vegetales que no
presentan una relacion directa sobre la actividad farmacoldgica del extracto. Ademas tienen un
interés netamente orientado al control del producto, como para la evaluacion de su estabilidad y
de esta manera asegurar una buena calidad del mismo. El fraccionamiento del extracto también
es importante en el aislamiento de familias compuestos o sustancias individuales del material
vegetal. (Waksmundzka, M. et al, 2008 p. 59)

1.3.3.1.1 Extraccion Liquido —Liquido (LLP)

Basada en el principio donde al agregar una sustancia entre dos liquidos inmiscibles en
equilibrio, esta se esparcird entre ambas, hasta una determinada relacién entre las
concentraciones de cada fase, también es importante diferenciar aquellos posibles compuestos
que interfieran en el método con factores como gran tamafio molecular (lipidos, pigmentos,
ceras) que se encuentran en el extracto bruto y deben ser eliminados. Ademas gracias a los pases
de particion se genera la posibilidad de purificar las muestras previo a su analisis por distintos

métodos de valoracion. (Waksmundzka, M. et al, 2008 p. 47)

1.3.4 Técnicas Cromatograficas

Tuvieron su origen en 1906, donde Mikhali Tswett, un botanico ruso empleo por primera vez la
expresion “cromatografia’, para detallar el proceso de separacion que sufrian pigmentos
vegetales al pasar a través de columnas de carbonato de calcio, aplicando como solvente éter de
petroleo. Logrando distinguir que cada pigmento tenia un diferente grado de separacion por las
diferentes capas de colores que se observaban mientras la muestra eluya. Es asi como Tswett
descubre la técnica moderna de cromatografia liquida, usando un liquido como fase mavil para
trasladar los componentes de una muestra, sobre una columna hecha de una fase solida.
(CHROMacademy, 2015 p.2)
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Considerada como el método de identificacion, aislamiento y valoracion de compuestos a partir
de matrices complejas, por excelencia, posee un sin nimero de aplicaciones para la ciencia
moderna y méas aun en el campo investigativo de la industria farmacéutica, donde permite
detectar los cambios que pueden ocurrir durante el almacenamiento de una mezcla compleja de
sustancias biolégicamente activas (S. West Holle, 2001, pp.665). Todo esto mediante
comparaciones de los cronogramas, demostrando la presencia del compuesto de interés, ademas
de otras sustancias que pueden potenciar el efecto farmacoldgico del material herbario o en el
producto herbal acabado que son igualmente estables y que su contenido como conjunto
permanece dentro de los limites definidos. (OMS, 2009 pp. 89-125)

1.3.4.3 Clasificacién de las técnicas cromatogréaficas

Existen diversas formas de clasificacion, debido a la amplia gama de tipos de cromatografia,

destacandose de este grupo la cromatografia de gases (GC) y la cromatografia de liquidos (CL)

La primera orientada a la separacion de compuestos de naturaleza gaseosa mediante el
fraccionamiento de la fase estacionaria y la segunda la Cromatografia de Liquidos de mayor
aceptacion por gran cantidad de técnicas como la de segun el Tamafio molecular, la de
Intercambio lénico, la cromatografia de liquidos de alta eficiencia/HPLC hasta la cromatografia
en capa delgada/TLC. Siendo esta ultima la preferida en afios anteriores para el analisis de
metabolitos secundarios en plantas, y principalmente para controlar la calidad, composicion e
identidad de los productos naturales y para evaluar preliminarmente la pureza de los mismos.
Ademas las técnicas cromatograficas de manera general se pueden clasificar de la siguiente
manera: Tabla 4-1. (SNYDER, L. et al. 2010 p. 5).

Tabla 4-1. Clasificacién general de las técnicas cromatograficas, segun el tipo y fase

estacionaria utilizada.

CLASIFICACION GENERAL

A. Cromatografia de B. Cromatografia de C. Cromatografia de
gases (CG) liquidos (CL) fluidos supercriticos (CFS)
Cromatografia | Cromatografia Liquido- Liquido- Intercambio Exclusion Afinidad
gas-liquido gas-solido liquido, solido, o de por tamafio
o0 reparto adsorcion lones
Fase Estacionaria

- Liquido | - Solido -Liquido -Solido -Resina -Liquido -Grupo
adsorbido o adsorbido o de en los | de liquidos
unido  a una unido_a_una !nte_rcambio intersticios especificos

. superficie i6nico de un unido a
Sl:Ip-eI’fICIe solida s6lido una
sélida polimérico | superficie

solida

Fuente: D. Skoog et al., 2008
Realizado Por Melissa Fiallos L. 2018
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Con fines practicos a su vez la Cromatografia de Liquidos se clasifica de acuerdo a la polaridad

de la fase estacionaria:

-Cromatografia de fase normal; Donde se emplea una fase estacionaria de polaridad alta
(hidrofilica) Figura 6-1 y una fase movil de polaridad baja (hidrofébica), por lo que se la
prefiere para compuestos altamente polares. Durante la corrida el compuesto se asocia y es
retenido por la fase estacionaria, por lo que emplear solventes de mayor polaridad se reduciria el
tiempo de corrida. (SNYDER, L. et al. 2010 p. 11)

-Cromatografia de fase reversa; Caracterizada por el uso de una fase estacionaria hidr6foba
(quimicamente unida a un soporte de silice) y una fase movil mucho mas polar (consiste en una
combinacion de un solvente polar mas un modificador orgénico utilizado para modificar la
retencion de determinados analitos). Llamada “Fase Inversa”, por ser la segunda en
descubrirse, pero pese a esto es la mas empleada en distintas determinaciones, proporcionando
gran selectividad por la retencion que tiene frente a muestras de naturaleza aromaética o alifatica.
(SNYDER, L. et al. 2010 p. 15)

Hy 4 ¢l 5 6 o T
i CHy MG VA | HO\ Ho
HiG { \ c CH: CH c=0
\ Hi& CH=CHy \ / 7 /
CHz N rd CHz Hl HaC M
4 SHe WK Vs 3 \ X
< H _/ b H;l.\ /r Ha /CH; e
CHz N, £ CHa HiC HaG, HC
» i S ng\ / \ \ S
C HC &
< il e < o b ot
CHa Y L CH; o i HE
7 CHz HeG / \ \ \
HaC e \ H CHz CHz CHz
" He St \ / 7 7
2 H £ p
; e S H HE e
e el HiC Fre b Fre
CH HC HiC HiC
Greater Retention
Eﬂ- ']E

>
Increasing water solubility

Figura 6-1. Fase estacionaria de la Cromatografia en Fase Reversa
Fuente: CHROMacademy, 2015

Para que estos procesos se lleven a cabo existe un proceso vital conocido como elucién, por el
cual los analitos se desplazan a lo largo de la fase estacionaria, gracias al impulso de la fase

movil. Este proceso se puede aplicar de dos formas:

- Isocrética, usa un solvente o mezcla de ellos, a la misma concentracion y de manera
constante durante todo la corrida.

- En gradiente, existe una variacion de composicién de la fase movil a lo largo de la
fase estacionaria, para lo que se debe tomar en cuenta otros factores como la
columna y polaridad del eluyente. Por lo que el tiempo de la corrida se acorta, a

medida que el flujo de la gradiente aumenta. (Hernandez J, 2005, pp.49-59)
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1.3.4.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia - HPLC

Es la técnica mas ampliamente usada en el andlisis y aislamiento de productos naturales,
presentando gran sensibilidad gracias a los diversos detectores a los que puede ser acoplada.
Ademas tiene una gran capacidad para identificar las “huellas” de los extractos bioactivos y con
su moderno software que permite comparar espectros UV (picos) que han sido almacenados
electrénicamente, conformando una importantisima base de datos que facilitan la temprana
identificacion de estandares u otros compuestos previamente analizados. (SNYDER, L. et al.
2010 p. 3)

Por otro lado esta técnica se convirtié es un equipo indispensable en distintas industrias ya que
se encarga del control de calidad de sus productos, aparte de incursionar en un sin nimeros de
areas. Tabla 5-1. (FALLON A. et al,1987 p.13)

Tabla 5-1. Aplicacion de la técnica de cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) en

diferentes tipos de industrias.

AREA FUNCION
Industria Farmacéutica Andlisis de activos (Antibidticos, esteroideos, etc.)
Industria Alimenticia Andlisis de nutrientes y aditivos (proteinas, lipidos,

edulcorantes, etc.)

Industria Quimica Andlisis de tensoactivos, colorantes, etc.

Ingeniaria Ambiental Andlisis de contaminantes, fungicidas, etc.

Fuente: D. Skoog et al., 2008
Realizado Por Melissa Fiallos L. 2018

1.3.4.2.1 Parametros cromatograficos
1.3.4.2.1.1 Resolucién (Rs)

Considerado uno de los mas importantes, al condicionar al método para obtener la maxima
resolucién en el minimo del tiempo, donde el valor estimados entre dos picos deber ser > 1.5
para establecer que hay una buena separacion de ambos para que su area pueda ser medida con
precision. (SNYDER, L. et al. 2010 p. 56).

Para el célculo de este pardmetro se toma en cuenta los picos contiguos al de interés, evaluando
su nivel de separacion por medio de la diferencia entre 2 veces los tiempos de retencion (tR2 - t
R1) dividido para el area (w bl + w b2). Por lo que a medida que el tiempo de retencion
aumenta, disminuye la resolucidn, causada por la pérdida de eficiencia. (CHROMacademy,
2015 p. 13).
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1.3.4.2.1.2 Capacidad (k)

También definido como el célculo de la retencion de un analito en la columna, por lo que un
valor alto de Kk, es un indicativo que el analito esta altamente retenido e interactuando con la

fase estacionaria. (SNYDER, L. et al. 2010 p. 60)
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Figura 7-1. Ecuacion para el calculo de la capacidad cromatogréfica.
Fuente: CHROMacademy, 2015

Para el célculo de este pardmetro se relaciona el tiempo de retencion del analito (tr) versus al
del compuesto no retenido (t) “Tiempo muerto” (compuestos que eluye con el frente del
solvente). Este pardmetro a su vez puede optimizarse por medio de estrategias, siendo la més

relevante la que trata de la modificacion del contenido de solvente orgéanico en la Fase movil.

(CHROMacademy, 2015 p. 11).

1.3.4.2.1.3 Selectividad (o)

O factor de separacion, define la capacidad de un sistema cromatografico para distinguir entre
los componentes de una muestra, es medida en proporcién de (k) que muestran dos picos
“distancia entre apices”
Es por esto que mientras mayor sea el valor (o), mas separados estan los apices de ambos picos.
Existiendo factores que condicionan la selectividad de una separacién por HPLC como:
- Solvente organico, Cambiar de solvente (ejem. metanol a Acetonitrilo) alterara la
selectividad
- pH de fase movil, Puede alterar el grado de ionizacion de algunos analitos afectando su
hidrofobicidad. (Pequefios cambios en el pH pueden traer acerca de grandes cambios en
la retencion de ciertos picos dentro el cromatograma)
- Resistencia al disolvente y aditivos, ajustar para afectar la selectividad y la retencion
factor (capacidad)

- Fase estacionaria, Una de las formas mas populares de alterar la selectividad de un

separacion
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- Temperatura, Puede tener un efecto con ciertos analitos en fase inversa.
(CHROMacademy, 2015 p. 20)

1.3.4.2.1.4 Eficiencia (N)

Este parametro es medido por la dispersion de un analito a medida que pasa por la columna del
sistema HPLC. En una forma ideal los picos deberian ser lineas delgadas, no obstante estos
efectos de dispersion hacen que estos adquieran una forma “Guassian”. Ademas la eficiencia
es adimensional y se representa por la letra N que representa el nimero de platos tedricos que a

su vez simbolizan el rendimiento de la columna utilizada. (SNYDER, L. et al. 2010 p. 34)

Cada plato tedrico (N) es la distancia en la que los componentes logran estar en equilibrio con la
fase estacionaria y la mévil. Por lo que mientras mas platos tedricos, existe mas equilibrio y
calidad se separacién en la columna. Ademas se calcula por la ecuacién Figura 9-1. Donde tr s
el tiempo de retencién del compuesto y W es el ancho del pico en su base. Por otro lado si se
usan integradores electronicos la ecuacion es N= 5,54 (x)?, donde W % es el ancho del pico en

la mitad de su altura. (CHROMacademy, 2015 p. 17).
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Figura 8-1. Ecuacion para el calculo de la eficiencia cromatogréfica.
Fuente: CHROMacademy, 2015

Por otra parte el nimero de platos tedricos también se usa para establecer la eficacia de una
columna en un método determinado. Por lo que a desarrollar un método de andlisis, hay que
controlar que se cumpla con el nimero de platos establecido, asi como todas las condiciones

operativas del mismo para que cumpla con su propésito. (SNYDER, L. et al. 2010 p. 34)

1.3.4.2.1.5 Asimetria

Conocido también como “coleo”, idealmente todos los picos deberian ser simétricos o

“gaussianos”, no obstante por el volumen muerto (componentes no absorbidos), otros
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compuestos presentes y hasta la calidad del relleno de la columna condicionan su

comportamiento ocasionando un efecto de cola. (CHROMacademy, 2015 p. 11)

Al existir asimetria en un pico es mas dificil su integracion por ende su cuantificacion, por lo
que a menudo se establecen limites de esta asimetria para que el cromatograma sea aceptado.
Ademas este parametro puede ser calculado de la siguiente manera; As= B/A, donde Las
distancia B es la méas ancha y representa al ancho del pico al 5% de su altura y A que es la
distancia desde el borde inicial hasta un punto ubicado al 5% de la altura del pico.
(CHROMacademy, 2015 p. 12)

10% of peak height

N

Excellent Acceptable Unacceplable
Ag=1.0-1.05 Ag=12

Figura 9-1. Ecuacion para el calculo de la Asimetria.
Fuente: CHROMacademy, 2015

Very poor

1.34.2.2 Equipo

Figura 10-1. Equipo de Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC).
Fuente: CHROMacademy, 2015
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1.3.4.2.2.1 Sistema de bombeo de solventes

Este sistema fue ideado con el fin de producir un flujo preciso a altas presiones, logrando una
distribucion de solventes de manera eficaz y continua, sin importar la contrapresion existente.
Para lo cual actualmente se emplean bombas como las cuaternarias Figura 12-1, que es capaz de
mezclar hasta cuatro solventes diferentes de manera simultanea, con una bomba reciproca de
doble pistén y una valvula dosificadora que controla la fraccion de fase movil para cada
componente. (SNYDER, L. et al. 2010 p. 71)

Ademas este disefio cuenta con un desgasificador que elimina agquellos gases que se pueden
encontrar en los solventes, evitando interferencia en la linea base (ruido) asi como un mejor
rendimiento para lo que también cuenta con un software para programar las condiciones de

gradiente a emplear facilitando el proceso. (SNYDER, L. et al. 2010 p. 71)

o
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w Toautosampler
Figura 11-1. Sistema de bombas cuaternarias.
Fuente: CHROMacademy, 2015

1.3.4.2.2.2 Automuestreador

Es un nuevo sistema de inyeccion usado con el fin de optimizar el tiempo y numero de
muestras a analizar, donde la muestra es introducida en el flujo de fase mdvil, sin interrumpir el
flujo con la ayuda de valvulas a una presién alta que representa un paso critico para que se tome
la cantidad suficiente y evite introducir una excesiva cantidad de aire. (SNYDER, L. et al. 2010
p. 82)

Ademas cuenta con una jeringa que perfora el tabique del vial, un dispositivo de medicion de la
cantidad absorbida, un dispositivo de retencion (bucle de volumen fijo o ajustable), bomba de
dosificacién, puerto de inyeccion y una valvula considerada el corazén de este sistema, que

controla la trayectoria y volumen del eluyente. (SNYDER, L. et al. 2010 p. 82)
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Figura 12-1. Automuestreador.
Fuente: CHROMacademy, 2015

Por otra parte este sistema es empleado en laboratorios de analisis para mejorar el rendimiento
de la muestra, ademas de reducir asi la mano de obra y sus costos asociados con la inyeccion
manual. (SNYDER, L. et al. 2010 p. 83)

1.3.4.2.2.3 Detector

Este parametro se encuentra en plena dependencia de las propiedades fisico quimicas de nuestro
analito, incluyendo su absorbancia, peso molecular, indice de refraccion, fluorescencia, etc. Por
lo que a medida que pasa la fase movil sobre la columna, la respuesta del detector cambiara
mientras que los componentes de la muestra comiencen a eludir. Entre los mas ampliamente

utilizados estan:

- Fluorescencia

- Electroquimico

- Conductividad eléctrica

- Absorbancia de la luz Uv (visible); Bajo costos, robustez, facilidad de uso (es calculada
mediante una relacion lineal entre absorbancia y concentracion del analito)

- Ordenamiento de Fotodiodos (PDA).- Obtiene de forma simultanea varios espectros Uv,
ya que proporciona una deteccion a una o multiples longitudes de onda (200-800 nm),
ademas permite evaluar la coelucion de diferentes analitos dentro de un mismo pico,
mediante la aplicacion de un método matematico, que compara el espectro a lo largo del
pico, con el fin de determinar la cantidad de compuestos existe. (SNYDER, L. et al.
2010 p. 104)
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1.3.4.2.3 Componentes
1.3.4.3.1.1 Fase Estacionaria

Llamada en este caso columna conforma una de las partes fundamentales dentro de la
selectividad del método, al estar en dependencia de la naturaleza quimica del analito. El
compuesto del que esta formada es la silice utilizado con una modificacion quimica de la
superficie para la particion (fase inversa), cromatografia de intercambio i6nico y de exclusion de
tamafio. El silice tiene una gran area de superficie que conduce a columnas de alta eficiencia

(mayor nimero de interacciones con el analito - platos tedricas).

Ademas, el cambio de esta fase afecta directamente a la separacion de los compuestos, dentro de
las caracteristicas fisicoquimicas de la columna se debe tomar en cuenta en la interaccién con el
analito y aspectos como la liofilia, polaridad o el tipo de silice a emplear. Para la fase reversa
en HPLC, se establecié tener una fase estacionaria lo menos polar que la fase movil y estas

comUnmente son:

- Octadecilsilia (C18), ya que es un hidrofdbica y altamente robusta, posee una buena
retencién con analito hidrofébico (no polar) moléculas. En general, “el acortamiento de

la cadena de alquilo acortar el tiempo de retencion”.

- C8 que usan fases mas polares, siendo capaces de interactuar con analitos polares por lo

que reducen tiempos de retencion y conservan su selectividad. (CHROMacademy, 2015
p.4)

Por otro lado las columnas analiticas tienen un rango de tamafios de particulas de 3 a 10 pm de
didmetro, ya que particulas de mayor tamafio presentan una resolucion deficiente. Los tamafios

de particula méas populares son 3.5 - 5 .

Cuando la distribucion del tamafio de particula no esta estrechamente controlada, las particulas
grandes pueden producir banda el ensanchamiento y los pequefios finos pueden bloquear las
fritas de 2 pm utilizadas para retener el material de embalaje dentro del cuerpo de la columna.
(CHROMacademy, 2015 p. 7)
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1.3.4.3.1.2 Fase movil

La fase movil es la encargada de desplazar al analitico a través de la columna cromatogréafica
por medio de un bombeo continuo a un caudal fijo y en un sistema determinado (gradiente o
Isocratica) por la bomba. (SNYDER, L. et al. 2010 p. 102)

Isocrética es aquel donde la F. movil, permanece constante en todo el anélisis, para lo cual los
solventes se pre mezclan en para ser colocados en una linea. O las dos mezclas se mezclan a
través del uso de un sistema binario o cuaternario. Esta composicion de fase movil asegura la
estabilidad del equipo, tanto en su presion, flujo y temperatura. (SNYDER, L. et al. 2010 p.
102)

Gradiente Aqui lo solventes que forman la fase mdvil se mezclan en una linea mediante el
bombeo del sistema binario o cuaternario. Una vez introducida la muestra los solventes se
relacionan y varian segin lo programado en el software, en ocasiones este flujo mejora la

separacion de algunos compuestos. (CHROMacademy, 2015 p. 36)

Si un componente presenta una alta afinidad para la fase movil interactuard mas facilmente con
ella y su tiempo de retencion sera relativamente bajo. La "naturaleza™ quimica tanto de la fase
movil como de la estacionaria puede modificarse afectando la afinidad y retencién hacia un
analito en particular. (CHROMacademy, 2015 p. 32)

En el caso puntual de fase reversa la separacion de los compuestos de interés, los tres solventes
comunmente utilizados son: Metanol, Acetonitrilo y Tetrahidrofurano (THF), siendo de gran
importancia evaluar su polaridad, acidez y basicidad para que no exista afectacion en la
selectividad del método. Ademés existen caracteristicas que son indispensables para lograr la

eficiencia cromatografica como:

- Ser miscibles con el agua - Buena solubilidad
- Baja viscosidad - Quimicamente no reactivo
- Bajadeteccion Uv - pH

Un punto de igual forma clave, es el pH, ya que cada compuesto ya sea &cido o base tienen una
"constante de ionizacién" Unica (Ka), que especifica el grado a lo que la especie se ioniza en
solucién acuosa. De hecho, gracias a que las escalas de pH y pKa son logaritmicas, se puede
demostrar que a 2 unidades de pH del pKa, el cambio en el grado de ionizacion es
aproximadamente del 99%, por lo tanto, una regla conocida como 'regla de pH 2' es util en
predecir el grado de ionizacién. (CHROMacademy, 2015 p. 33)

22



~100% lonised - ~100% Non-lonised
[
2 pH units 2 pH units
al nKz=
Analy(@ pKa
2 pH units ! | 2 pH units
=
|
~100% Non-lonised ~100% lonised

Figura 13-1. Influencia del pH en la ionizacion.
Fuente: CHROMacademy, 2015

Ademaés la variacion de +0,1 unidades del pH provoca un cambio importante de la optimizacion
de selectividad de los picos. Ademas se debe cumplir con las especificaciones establecidas para
el método establecido. Por lo que la necesidad del uso de soluciones tampén se evidencia, ya
que permiten el control de la retencion tanto de é&cidos como de bases débiles.
(CHROMacademy, 2015 p. 33)

La concentracion del buffer debe ser adecuada, para HPLC vari entre 25 a 100 mM. Los
tampones preparados por debajo de 10mM pueden tienen muy poco impacto en la
cromatografia, mientras que aquellos en alta concentracién (> 50 mM) riesgo precipitacion de la
sal en presencia de altas fases de concentracion organica dafiando componentes internos del
sistema HPLC. (CHROMacademy, 2015 p. 34)

1.4 Validacion de métodos analiticos

El concepto de Validacion surge hace més de 20 afios, por medio de los estatutos de la FDA en
convenio con la ICH quienes solicitan efectuar un proceso que garantice que los método
analiticos utilizados para evaluar productos farmacéuticos cumplan con parametros como la
precision y exactitud, siendo confiables para la determinacién de calidad del sistema. Tras el
estudio de estas normas relevantes tanto para la fabricacion como el control de productos
farmacéuticos establecen lo hoy conocido como BMP o GMP. A esto se suman organizaciones
como, EPA. OMS, Validacion es la accion de probar y documentar que cualquier proceso,
procedimiento o método produce de manera consistente los resultados esperados. Es decir, que
se espera que los procesos sean reproducibles y que los productos cumplan consistentemente

con las especificaciones establecidas. (AEFI, 2001 p. 11)
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1.4.1 Consideraciones previas
1.4.1.1 Razones para realizar una validacion de métodos analiticos

- Poseer documentacién formal que certifique la validez del procedimiento y el
cumplimiento de los criterios creados por las organizaciones regulatorias.

- Confirmar que el método analitico es adecuado para el propésito previsto

- Mitigacion de errores y costo de los analisis

- Optimizar técnicas analiticas existentes para la obtencion de resultados confiables

- Dar respuesta a inconvenientes

- Gracias a sus resultados se puede evaluar la calidad, confiabilidad y consistencia del
analisis. (AEFI, 2001 p. 16)

1.4.1.2 Antes de empezar un proceso de validacion

- Verificar que lo equipos a emplear durante la validacion estén correctamente calificados
y/o calibrados correctamente

- Tener un método analitico establecido

- Poseer el analito en estudio correctamente caracterizado

- Contar con una planificacién ordenada dentro del protocolo de validacion establecido.
(AEFI, 2001 p. 16)

1.4.2 Tipos de validacién

1.4.2.1 Validacién prospectiva

Aquella donde se define condiciones analiticas ya sea antes de la comercializacion del producto
0 bien cuando se desarrolla un nuevo método de andlisis. Para se emplea un protocolo bien
planificado cumpliendo con todos los parametros establecidos dependiendo a la categoria a la
que pertenezca dicho método. En ocasiones también se emplea en procesos que han tenido
algun tipo de modificacién. (Polanco, M. 2010 p. 55)

1.4.2.2 Validacion Retrospectiva
Esta se realiza tras un estudio de la idoneidad del método, que garantice que los datos obtenidos

son confiables. Ademas aplica para aquellos métodos que no han sido validados con

anterioridad y de los que se posee una informacion histérica. (Polanco, M. 2010 p. 55)
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1.4.2.3 Validacion Concurrente

También conocida como Revalidacion, es aquella que se aplica en casos donde las

modificaciones realizadas en el método alteran el resultado esperado. (Polanco, M. 2010 p. 55)

1.4.3 Estrategia de validacién

La validacion abraca varios aspectos y actividades que van a certificar la trazabilidad de los
procesos y el cumplimiento de sus especificaciones, para lo cual se requiere una planificacion
detallada de las actividades a cumplir. Con este objeto se crea el Plan Maestro de Validacion
(PMV), que es un documento que presenta toda la vision del proceso de validacién general
dentro de una empresa. Uno de los componentes mas importantes dentro de este proceso es la
calificacion (areas, equipos, y sistemas de apoyo critico), que busca asegurar el cumplimento de

los requisitos técnicos y operativos. (GARCIA, E. 2001 p. 56)

Dentro del PMV se encuentra la validacion de métodos analiticos, que se realizan con el uso de
muestras y estandares certificados, que para su preparacion, ejecucion y analisis necesitan de un
protocolo donde se contemplan todos estos y mas aspectos paso a paso. Ademas de establecer

cuéles seran los criterios de aceptacion para la validacion de mismo. . (GARCIA, E. 2001 p. 58)

1.4.4 Protocolo de validacién

Este documento incluye todo el proceso de validacion a realizar y tiene con fin establecer por
medio de ensayos de laboratorio si este es adecuado para su propdsito, siguiendo cada uno de
los parametros establecidos para el método analitico en estudio en dependencia de su utilidad.
(AEFI. 2001 p. 35)

1.4.4.1 Selectividad

Pardmetro que hace referencia a un método que da respuestas a un grupo puntualizo de especies
guimicas, pero que no necesariamente pueden ser distinguidas entre si, por lo que errbneamente
se le atribuye también el nombre de Especificidad que es la capacidad de valorar de manera
inequivoca un analito en presencia de componentes previsibles, provenientes de degradacion o
de la misma matriz del producto. Por lo que la falta de especificidad de algunos métodos de
analisis puede ser compensada por la implementacion de andlisis complementarios como: de
Identificacion, pureza y valoraciones. (USP 40 NF 35, 2015. p.1954)
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1.4.4.2 Linealidad — rango

Sefala las proporcionalidades entre la concentracion del analito y su respuesta en ausencia y en
presencia de una matriz, conocidas como linealidad del sistema y linealidad del método
respectivamente. Para este parametro de debe analizar un minimo de 5 niveles de Conc., del
compuesto de interés, ademas de recomienda realizar un pesaje individualizado y en casos de

cantidades muy pequefias se debe recurrir a diluciones. (AEFI, 2001.p.53)

Tabla 6-1. Limites de concentraciones para el intervalo de especificaciones conforme a

farmacopea de los Estados Unidos USP, en dependencia del analito.

INTERVALO CON RESPECTO A LA
ENSAYO ESPECIFICACION
Valoracion principio activo/excipientes 80% - 120%
Valoracion impurezas 50% — 120%
Uniformidad de contenido 70% - 130%
Disolucién +20%

Fuente: USP 40 NF 35, 2017
Realizado Por Melissa Fiallos L. 2018

1.44.2.1 Rango

Es un parametro de un método analitico que representa el intervalo de valores entre los niveles
inferior y superior (incluidos) y que demuestran ser determinados con los parametros antes
mencionados. (AEFI, 2001 p. 56)

1.4.4.3 Exactitud

Valora el grado de concordancia entre el valor “verdadero” (conocido) y el valor obtenido tras
el ensayo (resultado). Por lo que se calcula el % de recuperacion en cada analisis en
dependencia de la muestra a analizar. Tabla 7-1. (USP 40 NF 35, 2015. p.1959)

Tabla 7-1. Limites de concentraciones para el coeficiente de recuperacion (exactitud), aceptable

para productos farmacéuticos.

TIPO COEFICIENTE DE RECUPERACION (%)
Materia prima 99,0 -101,0
Formulado farmacéutico 97,0 -103,0
Trazas (0,1 — 10ppm) Minimo 90%
Trazas (< 0,1ppm) Minimo 75%

Fuente: AEFI, 2001 p.58
Realizado Por Melissa Fiallos L. 2018
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1.4.4.4 Precision

Muestra el grado de concordancia (dispersion) entre una serie de medidas a partir de una
muestra homogénea y en condiciones fijadas, a su vez abarca dos criterios a evaluar como la
Repetibilidad, tanto del sistema como del método en las mismas condiciones y la Precision
intermedia del sistema y del método pero en esta caso en condiciones diferentes por ejemplo,

como los dias, analistas y/o equipo. (AEFI, 2001 p. 64)

Tabla 8-1. Limites de aceptacién para el coeficiente de variacion en dependencia del método de

analisis y el criterio a evaluar.

PRECISION (CV %)

) . Métodos Espectrofotométricos y ) y
Métodos Cromatogréaficos . y . Titulacion Manual
Titulacion automatica

o Precision Precision o Precision
Repetibilidad . o . Repetibilidad )
Intermedia Repetibilidad Intermedia Intermedia
<2 <4 <3 <6 <4 <8

Fuente: USP 40 NF 35,2017
Realizado Por Melissa Fiallos L. 2018

1.4.4.5 Robustez

Este test examina la influencia de los pardmetros operacionales sobre el analisis y los resultados.
Siendo necesaria la generacion de un disefio experimental en el que se enfrenten diferentes
factores tales como los definidos para el test de idoneidad. De forma especifica para HPLC se
evalla:

- Composicion de la fase movil

- pH de fase movil

- Flujo

- Tipo de columna

- Temperatura de la columna

- Volumen de inyeccion

- Detector (longitud de onda)

De todos ellos, se escoge cuales con los mas criticos para nuestro método analitico y ser
evaluados en un minimo de dos niveles, utilizando el disefio antes establecido y de esa forma y
con sus respectivos resultados en un gréafico superficie respuesta discernir cuales son las

condiciones optimas de para el método analitico establecido. (AEFI, 2001 p.73)
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1.4.4.6 Estabilidad

La estabilidad de un compuesto esta definida por su estructura, por lo que es importante
identificar aquellos factores que durante el analisis puedan degradar al analito. Circunstancias
que deben ser investigadas durante la validacién del método analitico. Existen dos formas en
las que se evalGa este parametro, primero en funcion del tiempo entre la preparacién de la
muestra y su analisis cada 0,12 y 24 horas. Y la segunda trata de un estudio de degradacion
forzada, detectando las posibles sustancias degradantes del activo, para lo que la muestra es
sometida a condiciones, reductoras, oxidantes, foto liticas y de variacion de temperatura en un
rango de tiempo determinado. (AEFI, 2001 p.73)

1.4.4.7 Limite de deteccién LOD & Limite de Cuantificacién LOQ

Estos parametro se encuentran dependencia del analito y su concentracion dentro de la
formulacion, no obstante al hablar de extractos de plantas medicinales las cantidades pueden ser
trazas lo que dificulta ain mas la determinacidn de estos limites al existir ademas sustancias
interferentes, por lo que en estos casos se debe aplicar métodos de analisis con alta selectividad
y sobretodo con parametros de aceptacion mucho méas amplios que en la cuestion de principios
activos puros. (AEFI, 2001 p.83). De forma generalizada se establece que LOD o limite de
deteccion se puede valorar de forma que es igual a 2 a 3 veces del ruido “promedio” mientras
que LOQ, representan del 10 a 20 veces el ruido “promedio”. (AEFI, 2001 p.83)

1.4.4.8 Idoneidad del sistema

Es aquel mecanismo integral para evaluar si los sistemas cromatograficos estan disefiados de
forma adecuada para su propdsito. Estas pruebas estan basadas en el concepto de que tanto el
equipo, sistema electronico, las muestras asi como las operaciones analiticas se pueden
examinar bajo parametro establecidos en la farmacopeas. Para esto se recomienda analizar las
situaciones mas criticas en el analisis, estableciendo un minimo requisito en situaciones como:
la desviacion estandar relativa (RSD) con un maximo general del 2% (6 repeticiones), la
resolucién entre compuestos, que a su vez relaciona a factores como la eficiencia separacion y
capacidad del sistema, que permiten tener una adecuada identificacion del “pico™ y finalmente
el factor de Asimetria, encargado de determinar si los picos son simétricos, ya que mientras mas
alejados de la unidad estén proporcionan valores menos confiables. Por su parte factores como
el ruido, tiempos de retencion, area y capacidad también pueden ser evaluados. (USP 40 NF 35,
2015. p. 587)
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1.5 Esquematizacion del proceso
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Gréfico 1-1 Esquema del proceso de desarrollo y validacion del método analitico.
Realizado Por Melissa Fiallos L. 2018
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CAPITULO II

2  MARCO METODOLOGICO

Este capitulo describe tanto el desarrollo como el proceso de validacion del método analitico
establecido para la determinacion del marcador fitoquimico del extracto de Aristeguietia
glutinosa LAM. Para lo cual se cumplié con una serie de actividades como; identificacion del
marcador fitoquimico, técnicas de separacion del analito, optimizacion del método de
valoracion, establecimiento de las condiciones operativas para HPLC, protocolo de validacion,
asi como el tratamiento estadistico de los resultados obtenidos, lo que conformara la el
instructivo analitico para el producto MATICO DEL DR. PENA® TABLETAS, dentro del
LABORATORIO NEO FARMACO DEL ECUADOR NEOFARMACO CIA. LTDA.

Figura 1-2. MATICO DEL DR. PENA® TABLETAS
Realizado por: Melissa Fiallos L. 2018

2.1 Materiales, equipos y reactivos

2.1.1 Materiales

- Columna THERMO SCIENTIFIC® Hypersil GOLD de 150 x 4,6 y 5 um

- Placas cromatograficas de silica gel - Pesa muestras de vidrio
- Balon de aforo - Gotero

- Embudo de decantacion - Atomizador

- Balon esmerilado - Embudo

- Vaso de precipitacion - Jeringa

- Material para reflujo - Tubo de ensayo/gradilla
- Material para filtracién de agua - Cuba cromatografica

- Probeta - Espatula

- Pipeta Manual - Tripode
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Mascarilla de gases

Guantes de nitrilo

2.1.2 Equipos

MODULOS

Balanza Analitica
Pipeta electronica

HPLC
Liquido de

Eficiencia)

Unidad Bomba

Autosampler

(Automuestreador)
Horno-Columna

Detector UV-VIS

pH-metro

Conductimetro

Agitador

Electromagnético
Agitador Ultrasonico
Reverbero

Camara de

ultravioleta

Sorbona

2.1.3 Reactivos

Acetonitrilo Grado

HPLC

(Cromatografo

Alta

luz

MARCA

Sartorius

Brand

HITACHI

HITACHI

HITACHI

HITACHI

HITACHI

METTLER TOLEDO

METTLER TOLEDO

FISHER

UMCO

CHROMATO-VUE

WEMA

Laboreinrichtungen

MARCA

Merck

31

Gafas

Gasa

VWR Scientific Products

MODELO
BP2105

HandyStep

CROMASTER VWR

CMS5160

CM5260

CM5310
CM5420
SevenEasy pH

SevenCompact ™

Conductivity S230

210T

75T

UMS5505

CC-10

LOTE

1864530648



e Acido Ortofoférico Merck K31528373 304

e Metanol Grado

Merck 1869807703
HPLC
e Trietilamina Grado
Merck S4870452 742
HPLC
e Agua Purificada
Tipo I -Grado NEO-FARMACO N/A
HPLC
LOTE % PUREZA
Estandar de referencia
e Quercetina (USP) RO35PO 99,5%
e Quercetina
Q0125-10G 98%

(Working Standar)

2.2 Desarrollo del método analitico

En el desarrollo de un método analitico, existe una serie de aspectos y/o etapas que se debe

tomar muy en cuenta para poder cumplir con etapas:

Experimentacion -

HPLC Normativas (GPM,
(Metodologias OMS e ICH)
Analiticas)
Aspectos

] : Identificacion y
Biofarmaceuticos y A .
Fisico-quimicos del Extraccion del analito

analito : (marcador fitoquimico)

Figura 2-2. Etapas en el desarrollo de métodos analiticos
Realizado por: Melissa Fiallos L. 2018

2.2.1 ldentificacion del marcador fitoquimico
En base a la informacion previamente obtenida, comenzo el proyecto, estudiando la familia de

compuestos de interés que se encontraron en el extracto. Una vez establecida se realizan pruebas

comparativas con tres estandares de flavonoides conocidos (Quercetina, Luteolina y Apigenina),
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frente al extracto, utilizando la técnica de la Cromatografia en capa fina, para de forma

cualitativa observar cual de ellos esta presente o0 no en el extracto de matico.

2.3 Validacion del método analitico

2.3.1 Preparacion de soluciones

2.3.1.1 Preparacion del estandar

Preparar el estdndar de Quercetina USP a una concentracién de 0,05mg/mL, utilizando como
medio de disolucién Metanol grado HPLC. Transferir al vial filtrando con el filtro jeringa de
0,22 um.

2.3.1.2 Preparacion de las muestra
2.3.1.2.1 Placebo

Pesar y preparar 100g de bulk de excipientes, de acuerdo a las cantidades declaradas en la
formula maestra de MATICO DEL DR. PENA® Tabletas, excepto el extracto de Matico y

solventes.

2.3.1.2.2 Placebo cargado

Preparar el placebo cargado a partir de las soluciones de Estandar de Referencia y el Placebo.
De la solucion madre del estandar de Quercetina (0,5mg/mL) tomar 1 mL y aforar a 5mL en un
bal6n volumétrico con la solucion del placebo.

Concentracién de quercetina en placebo cargado: 0,05mg/mL

2.3.1.3 Agua Purificada Tipo | (Grado HPLC)

Obtener esta agua conforme Instructivo visual (Desmineralizador E-PURE BARNSTEAD),

Filtrar por membrana de 0.22um.

2.3.1.4 Fase movil HPLC

Fase movil: Buffer Fosfato pH 2.5 / Acetonitrilo (70:30)

- Buffer Fosfato
Colocar en un vaso de precipitacion el agua Tipo I, afiadir 4cido fosforico, luego agregar la
Trietilamina agitando constantemente la solucion con el magneto, medir y ajustar el pH a 2.5 y

finalmente colocar en Agua Tipo I restante y agitar con magneto por 10 min.
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- Fase Movil
Mezclar el volumen de Buffer Fosfato equivalente al 70% con Acetonitrilo equivalente al 30%
de la fase movil. Agitar con magneto por 10 min., filtrar por membrana de 0.22pum, desgasificar

por 20 minutos y colocar en la linea correspondiente a la fase movil en el equipo HPLC.

2.4.2 Parametros de desempefio a evaluar

CATEGORIAI
- Selectividad
- Linealidad y Rango (Intervalo) - *Robustez
- Exactitud - *Estabilidad
- Precision - *Idoneidad del sistema
o Repetibilidad, - *Incertidumbre

o Precision Intermedia

2.4.2.1 Selectividad

Tabla 1-2. Pesos y diluciones para la realizacion del parametro de selectividad. Laboratorio

NEOFARMACO. Ambato, 2018.

ENSAYO: PESOS [C] (mg/mL) N° INYECCIONES
VALORACION Quercetina
ESTANDAR Quercetina + Quercetina: .
Medio de disolucion 0,05 Inyectar por sextuplicado
(100%)
PLACEBO CARGADO Quercetina + Quercetina:0,05 Invectar por sextunlicado
Medio de disolucion (100%) yectarp P

EXTRACTO DE MATICO | Flavonoides totales + Quercetina:0,05

Medio de disolucién (100%) Inyectar por sextuplicado

Bulk “excipiente”
PLACEBO + | eeeeeeeeeeeeee Inyectar por triplicado
Medio de disolucion

Fuente: Departamento de I+D+i & Departamento de Validaciones
Realizado Por Melissa Fiallos L. 2018

2.4.2.2 Linealidad y rango

Se debe preparar las soluciones para obtener una curva de calibracion a 5 niveles con las
respuestas de los picos (areas) del estandar de quercetina, para calcular la linealidad del sistema
y las muestras de placebo cargado para la linealidad del método.

Intervalo con respecto a la especificacion: 70-130%
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Linealidad del Sistema

Estandar de Quercetina

Preparar una solucion stock madre de quercetina con metanol grado HPLC a una concentracion

0,5mg/mL

- De esta solucion tomar alicuotas a 5 niveles (70%, 85%, 100%, 115%, 130%) y aforar

con metanol grado HPLC., como se muestra en la tabla 2-2
Linealidad del Método

Placebo cargado
Preparar una solucion stock madre de placebo equivalente a:
- Punto 2.3.1.1.5 + el tratamiento de la muestra (punto 2.3.1.1.2) + sol madre de. Estandar
de quercetina a una concentracion 0,25mg/mL
- De esta solucion tomar alicuotas a 5 niveles (70%, 85%, 100%, 115%, 130%) y aforar a

SmL de solucion metandlica del placebo. Como se muestra en la Tabla 2-2

Tabla 2-2. Pesos y diluciones del parametro de Linealidad. Laboratorio NEOFARMACO.
Ambato, 2018

ESTANDAR| DILUCIONES |CONCENTRACION | CONCENTRA- N°
Medio de Dilucién: (mg/mL) CION% INYECCIO-
Metanol grado NES
HPLC
Alicuota (mL)
STD MADRE Aforo
QRT. 0.5 (mL)
mg/mL
0,700 10 0,03500 70%
0,850 10 0,04250 85% Inyectar por
Estandar
1,000 10 0,05000 100% triplicado
Quercetina
1,150 10 0,05750 115%
1,300 10 0,06500 130%
Placebo 0,700 5 0,03500 70%
Cargado 0,850 5 0,04250 85%
Inyectar por
1,000 5 0,05000 100%
triplicado
1,150 5 0,05750 115%
1,300 5 0,06500 130%

Fuente: Departamento de I+D+i & Departamento de Validaciones
Realizado Por Melissa Fiallos L. 2018

Rango: Se efectuard el tratamiento de datos con los resultados de linealidad, conforme se detalla

en el punto 2., ya que se analiza el intervalo entre niveles inferior y superior.
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2.4.2.3 Exactitud

Se debe preparar soluciones a cinco concentraciones diferentes e inyectar por triplicado. Luego
usando las respuestas de los picos de Quercetina (areas), calcular el porcentaje de recuperacion

de cada analisis.

Intervalo con respecto a la especificacion: 70-130%
Concentraciones: 70%, 85%, 100%, 115% y 130% segun se indica en la Tabla 2-2 vy

calcular el porcentaje de recuperacion conforme la siguiente formula:

Resultado = (ru/ rs) x (Cs/ Cu) x 100

ru = respuesta del pico de la Solucién muestra
rs = respuesta del pico de la Solucion estandar
Cs = concentracion de principios activos en la Solucion estandar (mg/mL)

Cu = concentracion nominal de principios activos en la Solucién muestra (mg/mL)

*Nota: Considerar para los calculos el porcentaje de pureza del Estandar, porcentaje de
humedad, pesos reales de estdndar y muestra, concentraciones de estandar y muestra, factor de

dilucién y las respuestas del pico (areas) obtenidas en el analisis.

2.4.2.4 Precision
a. Repetibilidad

Repetibilidad del Sistema o Instrumental: Preparar e inyectar soluciones de estindar de

Quercetina al 100% por sextuplicado

Repetibilidad del Método: Preparar e inyectar soluciones placebo cargado al 100% por

sextuplicado

Pesos y diluciones: Conforme se indica en la tabla 1-2

b. Precision Intermedia

La precision intermedia del sistema y del método se determinard preparando las muestras
conforme a la Tabla 1-2, dentro del mismo laboratorio con el mismo equipo o instrumento con

dos analistas en dos dias diferentes, Tabla 3-2

Tabla 3-2. Disefio experimental para la realizacion del parametro de precision intermedia.

Laboratorio NEOFARMACO. Ambato, 2018.
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INSTRUMENTO | ANALISTA DIA
1 A 1 2
1 B 1 2

Fuente: Departamento de I+D+i & Departamento de Validaciones
Realizado Por Melissa Fiallos L. 2018

2.4.2.5 Robustez

Para este ensayo, se aplicara el disefio experimental factorial de cribado, generado en el
software STAT GRAPHICS, con el objeto de examinar el efecto de parametros operacionales

sobre el analisis de resultados del sobre el estandar de Quercetina Tabla 4-2.

Tabla 4-2. Pesos y diluciones para el parametro robustez. Laboratorio NEOFARMACO.
Ambato, 2018.

ENSAYO:, PESOS [C] (mg/mL) N° INYECCIONES
VALORACION
Estandar Quercetina + Inyectar una sola vez conforme ala
Medio de Quercetina:0,05 Y Tabla 2-9
disolucion abla

Fuente: Departamento de I+D+i & Departamento de Validaciones
Realizado Por Melissa Fiallos L. 2018

Ademas, se debe definir los factores y niveles que influyen en el desarrollo del método

analitico, Tabla 5-2.

Tabla 5-2. Factores y niveles de influencia para la realizacion del parametro de robustez.

Laboratorio NEOFARMACO. Ambato, 2018.

N° FACTOR VALOR DE NIVEL RESPUESTAS
CONDICION Baio Alto EVALUADAS
ESTABLECIDA !
EN EL METODO
1 | Temperatura Columna 40°C 37°C 43°C Tiempo de
2 | Flujo ImL/min 0,8 mL/min 1,2 mL/min Retencion,
3 | Composicién de la Fase Fa_ctor de
Movil Buffer fosfato pH 2,5 / | Buffer fosfato | Buffer fosfato pH Asimetria,
Acetonitrilo (70:30) pH2,5 / 2,5/ Acetonitrilo
Acetonitrilo (65:35) Nuamero de Platos
(75:25) Tedricos
4 | Longitud de Onda 370nm N.A N.A

Fuente: Departamento de I+D+i & Departamento de Validaciones
Realizado Por Melissa Fiallos L. 2018
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2.4.25.1 Disefio experimental

Tabla 6-2. Factores experimentales para la realizacion del disefio de cribado. Laboratorio

NEOFARMACO. Ambato, 2018.

FACTORES BAJO | ALTO |UNIDADES| CONTINUO
Temperatura de Columna 37.0 43.0 °C Si
Flujo 0,8 1,2 mL/min Si
Composicion de Organico 25.0 35.0 % Si
Longitud de Onda 370 nm Si

Fuente: Departamento de I+D+i & Departamento de Validaciones
Realizado Por Melissa Fiallos L. 2018

Tabla 7-2. Variables respuestas establecidas para el disefio experimental (unidad). Laboratorio

NEOFARMACO. Ambato, 2018.

Respuestas Unidades
Tiempo de corrida Min
Factor de Asimetria N.A
Numero de Platos Tedricos N.A

Fuente: Departamento de 1+D+i & Departamento de Validaciones
Realizado Por Melissa Fiallos L. 2018

Una vez creado el disefio experimental en el software STAT GRAPHICS, se obtiene el nimero
de corridas necesarias para el caso, siendo un total de 16 corridas entre los factores

seleccionados previamente. El orden de los experimentos ha sido completamente aleatorizado.

Tabla 8-2. Combinaciones de factores y niveles para el disefio experimental. Laboratorio

NEOFARMACO. Ambato, 2018.

LONGITUD DE | TEMPERATURA DE COMPOSICION DE
ONDA COLUMNA FLUJO ORGANICO
Nm °C mL/min %
870 37 12 25
370 37 12 35
370 37 12 25
370 37 08 25
370 37 08 35
370 37 12 35
370 37 08 25
370 37 08 35
370 43 12 35
370 43 12 25
370 83 12 35
370 43 08 35

38



370 43 08 25
370 43 12 25
370 43 08 25
370 43 08 35

Fuente: Departamento de I+D+i & Departamento de Validaciones
Realizado Por Melissa Fiallos L. 2018

2.4.2.6 Estabilidad

a. Estabilidad de la Solucién: Método de Analisis de MATICO DEL DR. PENA TABLETAS®
Preparar una sola solucion estandar y determinar la estabilidad de la misma, en un intervalo de

tiempo como se indica a continuacion:

Tabla 9-2. Intervalo de tiempo para el analisis de estabilidad de la solucion. Laboratorio

NEOFARMACO. Ambato, 2018

ENSAYO: CONDICIONES DE MUESTREAR Y ANALIZAR
VALORACION | ALMACENAMIENTO
Estandar Ambiente (25°C) 0 horas 12 horas 24 horas

Fuente: Departamento de I+D+i & Departamento de Validaciones
Realizado Por Melissa Fiallos L. 2018

Tabla 10-2. Pesos y diluciones para el ensayo de Estabilidad de la solucién. Laboratorio

NEOFARMACO. Ambato, 2018.

ENSAYO:
VALORACION PESOS [C] (mg/mL) N° INYECCIONES
\
Quercetina +
Estindar é\i/iz(lis;i?’)i Quercetina:0,05 Inyectar por triplicado

Fuente: Departamento de 1+D+i & Departamento de Validaciones
Realizado Por Melissa Fiallos L. 2018

b. Degradacion forzada: Para el ensayo de degradacion forzada se debe preparar las soluciones

conforme se indica a continuacion:

Tabla 11-2. Pesos y diluciones para la realizacion del ensayo de degradacion forzada.

Laboratorio NEOFARMACO. Ambato, 2018

TIPO DE CONDICIONES CONDICIONES DE TIEMPO DE
DEGRADACION | EXPERIMENTALES ALMACENAMIENTO | EXPOSICION
Y MUESTREO
o ere s Sin Estandar Control 25°C (ambiente)
Hidrolisis Sin. 2 de aforo + HC10.1M 25°C (ambiente) 24HORAS

39



Sin. 2 de aforo + NaOH 0.1M 25°C (ambiente)
Sin 2 Blanco de HCI 25°C (ambiente)
Sin 2 Blanco de NaOH 25°C (ambiente)
c e, Sin. 2 de aforo + H202 3% 25°C (ambiente)
Oxidacion Sin Blanco de H20» 25°C (ambiente) 24HORAS
Sin Blanco de Metanol 25°C (ambiente)
Sln. 2 exposicion: Luz solar 25°C (ambiente) 24HORAS
Fotolitica directa -
Sln Blanco de metanol 25°C (ambiente) 24 HORAS
exposicion: Luz Uv corta
Sin. 2 exposicién: Luz Uv corta 25°C (ambiente) 24 HORAS
Sin 2 expogici(’)n: Cambio 25°C (ambiente) 24 HORAS
Térmica : térmico 60°C :
Solucién control — Estandar a 25°C (ambiente) J4HORAS
Temperatura ambiente

Sln. : Solucién

Fuente: Departamento de I+D+i & Departamento de Validaciones
Realizado Por Melissa Fiallos L. 2018

Tabla 12-2. Pesos y diluciones de la solucién control para el ensayo de degradacion forzada.

Laboratorio NEOFARMACO. Ambato, 2018.

ENSAYO: VALORACION PESOS [C] (mg/mL) N° INYECCIONES

Quercetina +
Estandar Quercetina Medio de

disolucion Quercetina:0,05 Inyectar una sola vez

Fuente: Departamento de 1+D+i & Departamento de Validaciones
Realizado Por Melissa Fiallos L. 2018

Tabla 13-2. Pesos y diluciones de la solucion 2., para el ensayo de degradacion forzada.

Laboratorio NEOFARMACO. Ambato, 2018

ENSAYO: VALORACION PESOS |[C] (mg/mL) N° INYECCIONES

Quercetina +
Medio de Quercetina:0,05 Inyectar una sola vez
disolucion

Estandar Quercetina

Fuente: Departamento de I+D+i & Departamento de Validaciones
Realizado Por Melissa Fiallos L. 2018

Tabla 14-2. Pesos y diluciones de la solucion blanco para el ensayo de degradacion forzada.

Laboratorio NEOFARMACO. Ambato, 2018

ENSAYO: SOLUCION N° INYECCIONES
VALORACION

- Solucion De degradacion forzada (HCI,
NaOH, H:03)
- Fase Movil + Exposicion a Degradacion
Forzada (Luz Solar, UV, Térmica)

Blanco Inyectar una sola vez
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Fuente: Departamento de 1+D+i & Departamento de Validaciones
Realizado Por Melissa. Fiallos L. 2018

2.4.2.7 Idoneidad Del Sistema (system suitability)

Al evaluar los ensayos de SST se generara de forma automatica en el equipo HPLC mediante el
software evaluando los siguientes parametros:

- Precision del SST

- RSD segtin USP,

- Factor de Capacidad (k')

- Numeros de Platos Teoricos (N)

- Factor de Asimetria, Resolucion

Meétodo: Inyectar soluciones de estandar al 100% por 6 determinaciones.

2.4.2.8 Incertidumbre de la medicion

Es un célculo muchas veces obviado pero de gran importancia dentro de los analisis mas adn si
son de valoracion, ya que indica cuales son las fuentes que generan menor certeza sobre los
resultados obtenidos Figura 4-2. Para lo cual se midieron y analizaron las distintas fuentes de

incertidumbre que influyen en todo el analisis, con el uso de férmulas como:

2(q — "2
—1x2@ -9

u(x) =Vu A+ u'B
U=k x Uc

Figura 3-2. Ecuaciones para el calculo de la Incertidumbre de la medicion.
Realizado Por Melissa Fiallos L. 2018

Factores causales
Fuentes de
Incertidumbre

HPLC Analista

Baidn de Atoro Punta Pipeta

Factores causales

Fuentes de
Incertidumbre

Figura 4-2. Diagrama de Ishikawa para la determinacion de las fuentes de incertidumbre.
Realizado Por Melissa Fiallos L. 2018
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2.4.3 Registro y revision de datos

Tabla 15-2. Criterios de aceptacion en base a normativa y los resultados del proyecto.

Laboratorio NEOFARMACO. Ambato, 2018.

7 CRITERIO DE TRATAMIENTO
PARAMETRO ACEPTACION ESTADISTICO
El compuesto o_le interés no
INTERFERENCIA CON debe presentar interferencia CUALITATIVO

SELECTIVIDAD

EL PLACEBO

de otras sustancias o
impurezas presentes en la
formulacidn del producto.

PORCENTAJE DE
DISCREPANCIA

Maximo 5%

% Discrepancia=
Respuesta media placebo
cargado — Respuesta media
estandar) x100 / Respuesta
media estandar o activo

LINEALIDAD Y
RANGO

solo
Identificacion de Espectros
de IYIATICO DEL DR.
PENA® EXTRACOy
MATICO DEL DR. PENA® | Espectro Uv + Cronograma
TABLETAS Vs. Estandar CUALITATIVO
de Quercetina mediante
HPLC acoplado a PDA
ANALISIS DE
CC?(EQIIQCI:EIEANJIEO?IE r>0.999 REGRESION- MINIMOS
CUADRADOS
ANALISIS DE
COEFICIENTE DE > 0.9980 REGRESION- MINIMOS
DETERMINACION CUADRADOS

COEFICIENTE DE

El coeficiente de variacion
de los factores respuesta
debe ser < 5% para indicar

S
CV(%) = 7 * 100
x= valor medio de los

VARIACION linealidad resultados

S = desviacién estandar
PENDIENTE Correlacion Illjnia(; significativa
INTERCEPTO Comprobacion que Ig Le(():ta pasa por el origen

REGRESION LINEAL

Ecuacién de la recta
Y= bx+a

ANOVA -REGRESION
LINEAL

HOMEGENIDAD DE
VARIANZAS

p (valor): > 0.05

TEST COCHRAN

HOMOCEDASTICIDAD

Sin tendencias

GRAFICA DE
RESIDUOS

42



COMPARACION

No debe existir diferencia

estadistica significativa entre TEST DE t STUDENT
PLACEBO CARGADO Y ol valor del placebo caraado TEST W MANN-
ESTANDAR yol Zstén dor 9 WHITNEY
p (valor): > 0.05 TESTDEF
RECOBRO O 97% - 103% de la cantidad Resultado = (ru/ rs) x ( Cs/
EXACTITUD PORCENTAJE PE de principio activo CLB % 100
RECUPERACION adicionado en el placebo.
REPETIBILIDAD DEL - L
SISTEMA O Coefment_e de variacion
INSTRUMENTAL menor o igual a 2.0%. S
CV(%) ==*100
REPETIBILIDAD DEL Coeficiente de variacion ) (%) x )
METODO menor o igual a 2.0% x= valor medio de los
resultados
PRECISION Coeficiente de variacion S = desviacion estandar
PSeEpce:zii)lfl?dNad INTERMEDIA menor o igual a 4.0%
- Precision LOS ANALISIS EN
Intermedia LABORATORIO POR
DIFERENTES
ANALISTAS NO DEBEN No debe existir diferencia ANOVA
TENER EFECTO estadistica significativa
ESTADISTICO
SIGNIFICATIVO
EVALUACION DE LOS Zona Caliente
ROBUSTEZ GRAFICOS SUPERFICIE-

REPUESTA PARA
CONDICIONES OPTIMAS

Zona Fria DISENO FACTORIAL

ESTABILIDAD DE

ESTABILIDAD DE LA
MUESTRA

La diferencia absoluta de
cada condicion con respecto S
a la normal no debe exceder CV (%) = ¥ =100

el x=valor medio de los
RSD <20% de la precision

resultados
LA SOLUCION del sistema. S = desviacion estandar
DEGRADACION De r;?iirr]lttg;cazllj): t?eem 0S Cualitativo
FORZADA g y sus iemp
de retencion
PRECISION DEL SST RSD <2%
IDONEIDAD DEL | FACTOR DE CAPACIDAD K'>1 SST
SISTEMA - NUMEROS DE PLATOS N > 2000 SOFTWARE CLARITY
(SYSTEM TEORICOS i, SISTEMA
SUITABILITY FACTOR DE ASIMETRIA Asimetria < 2.0 CROMATOGRAFICO
TEST) . HPLC
RESOLUCION Rs>2.0
Incertidumbre combinada

INCERTIDUMBRE

Incertidumbre expandida INFORMATIVO

Fuente: Departamento de I+D+i & Departamento de Validaciones

Realizado Por Melissa Fiallos L. 2018
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CAPITULO 1l

3. MARCO DE RESULTADOS, ANALISIS Y DISCUSION

Este capitulo da a conocer el tratamiento estadistico de los datos, ademas de los resultados de
cada ensayo realizado frente a criterios de aceptacion establecidos. Todo esto con el fin de
comprobar que el método analitico es valido para su propésito dentro del LABORATORIO
NEO FARMACO DEL ECUADOR NEOFARMACO CIA. LTDA.

3.1. Resultados

3.1.1. Desarrollo del método

3.1.1.1. Marcador fitoquimico

En base a la informacion previamente obtenida, se estudio a la familia de los compuestos de
interés que se encontraron en el extracto y que ademas serviran como marcador fitoquimico del
mismo, cumpliendo el papel de indicador de calidad al demostrar que el producto es estable, es
decir que durante el tiempo de vida util establecido no sufre ninguna alteracion en su
composicién, por lo que no se veria comprometida su actividad farmacoldgica. Una vez
establecida la familia de interés en este caso los flavonoides, se obtuvieron los siguientes
resultados Figura 1-3, donde se muestra la corrida en la Cromatografia en capa fina,
comprobando la existencia de forma cualitativa de “Quercetina”, estableciéndolo como nuestro
marcador fitoquimico, ya que se puede observar en Luz Uv-Larga, que tanto el extracto de
matico como el estandar de quercetina presentan luminiscencia a la misma altura vs a los

estandares de Luteolina y Apigenina que se muestran a alturas y color diferentes.

Figura 1-3. Cromatografia en capa fina (Extracto Vs. Quercetina; Luteolina; Apigenina)
Realizado por: Melissa Fiallos L. 2018
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Establecido el marcador fitoguimico, conocidas sus caracteristicas biofarmacéuticas, fisico-
guimicas, los lineamientos segn normativas y la técnica metodoldgica a emplear (HPLC), mas
detallada en la parte tedrica del presente trabajo de investigacion, se determinaron las
condiciones de operacion Tabla 1-3 en conjunto con la metodologia de preparacion de la

muestra 2.3.1.2.1, conformando el método de analisis que posteriormente fue validado.

Tabla 1-3. Condiciones para el andlisis por en Cromatografia liquida de alta eficiencia.

Laboratorio NEOFARMACO. Ambato, 2018.

CONDICIONES DE OPERACION

Equipo: HPLC Hitachi Chromaster, con bomba cuaternaria y desgasificacion;

detector UV-VIS; automuestreador; horno de columnas; software de
Sistema de control y tratamiento de datos Clarity.

Fase Estacionaria: Columna THERMO de 150 mm x 4,6 mm y 5 um de particula (L1)

Fase Movil: Buffer Fosfato: Acetonitrilo (70:30)

Flujo: 1 mL/min

Detector: 370nm

Volumen de inyeccion: 10uL

Temperatura de la columna: 40°C

Tiempo 25 minutos

Realizado Por Melissa C. Fiallos L. 2018

3.1.2. Validacion del método

3.1.2.1. Selectividad

Tabla 2-3. Resumen de los resultados del parametro de selectividad. Laboratorio

NEOFARMACO. Ambato, 2018

CRITERIO DE ACEPTACION

RESULTADO DECISION
No hay pico a reportar
INTERFERENCIA CON EL Cumple
(Anexo A)
PLACEBO

STD Quercetina (%= 4,4367 min)

PORCENTAJE DE DISCREPANCIA ]
Placebo Cargado ( x=4,4517min) Cumple
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% discrepancia: 0,3381
(Anexo A)
IDENTIFICACION EN HPLC CUALITATIVO
ACOPLADO A PDA Figura 2-3 > 5-3 Cumple

Realizado Por Melissa. Fiallos L. 2018

En la Tabla 2-3. se indican los resultados del parametro Selectividad, con el primer criterio a
evaluar, la Interferencia con el placebo donde, tras el analisis de la muestra (placebo cargado) se
evidencio que el estandar no se vio afectado durante la corrida por la presencia del placebo, asi
mismo no presento ningun pico proveniente de impurezas u otras sustancias de degradacion, en
su mismo tiempo de retencion, cumpliendo con el criterio establecido, ademas de demostrar

eficacia del método de extraccion y la selectividad del mismo.

De la misma forma, tras determinaciones realizadas a las muestras del estandar de quercetina y
el placebo cargado, se obtuvieron los siguientes tiempos medios de retencion de 4,4367min y
4,4517 min respectivamente, logrando un porcentaje de discrepancia del 0,338% mucho menor
al maximo del criterio establecido que es del 5%, lo que sefiala que no existe diferencia
significativa entre el tiempo de retencidén del estandar versus la muestra del placebo cargado,
permitiendo su facil identificacion. (ANEXO A) Una forma de complementar este analisis es
con la determinacion de la pureza, lo que se dificulta al hablar de una matriz vegetal, por lo que
gracias a la mediacion de la empresa y la colaboraciéon del Departamento de Ciencia de
alimentos y Biotecnologia de la Escuela Superior politécnica Nacional (EPN), se logro analizar
en un equipo HPLC acoplado a un detector de ordenamiento de fotodiodos (PDA) tanto el
Estandar de Quercetina Figura 2-3 y 3-3 (topograma), como la muestra de Matico Del Dr.
Penia® TABLETAS Figura 4-3 y 5-3 (topograma), lo que de forma cualitativa, obteniendo como
resultado el mismo pico y espectro a 4,024min y a una &: 370,6mn en el caso del Estandar de
Quercetina y a 4,022min y a una £: 369,64mn en el caso de la muestra Matico Del Dr. Pefia®
TABLETAS, esto considerando la complejidad de la matriz y el tratamiento al que fue sometido
la muestra refleja muy buenos resultados, que no solo habla de la selectividad sino especificidad
del método analitico, ademas de asegurar la identidad y pureza de nuestro analito al medir su
sefial en todo el espectro de absorcion en tiempo real, lo que permitié apreciar los detalles que

otros detectores no ofrecen por trabajar a una longitud de onda fija.
Con todo lo antes mencionado se logra evidenciar que el método analitico desarrollado cumple

con la Selectividad esperada ya que produce una sefial especifica y medible para el marcador

fitoquimico Quercetina sin que exista interferencia de otras sustancias o excipientes.
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Spectrum Index Fraclion Plot
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Figura 2-3. Espectro del estandar de quercetina con detector PDA
Realizado Por: Departamento de Ciencia de alimentos y Biotecnologia — EPN & Melissa Fiallos L. 2017

<2202

82200

203 3 ) 802 1003
Mirvses

Figura 3-3. Topograma del estandar de quercetina con detector PDA
Realizado Por: Departamento de Ciencia de alimentos y Biotecnologia — EPN & Melissa Fiallos L. 2017
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Figura 5-3. Topograma de los espectros de Matico Del Dr. Pefia® TABLETAS con detector

PDA.

Realizado Por: Departamento de Ciencia de alimentos y Biotecnologia — EPN & Melissa Fiallos L. 2017
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3.1.2.2. Linealidad y Rango

Tabla 3-3. Resumen de los resultados del parametro de linealidad y rango. Laboratorio

NEOFARMACO. Ambato, 2018.

- RESULTADO DECISION
CRITERIO DE ACEPTACION
STD QUERCETINA
r:0.9996394
COEFICIENTE DE CORRELACION r>0.999 PLACEBO CARGADO Cumple
r: 0.9995563
(ANEXO B)
STD QUERCETINA
12:0,99927893
COEFICIENTE DE
i 2> 0.9980 PLACEBO CARGADO Cumple
DETERMINACION
r2:0,999112797
(ANEXO B)
El coeficiente de
variacion de los
STD QUERCETINA
factores
. 0,91253417%
COEFICIENTE DE VARIACION DE | respuesta debe Cumple
PLACEBO CARGADO
LOS FACTORES RESPUESTA ser < 5% para
s 1,241432579%
indicar
linealidad
Correlacién STD QUERCETINA
lineal b=6,2446
PENDIENTE significativa PLACEBO CARGADO Cumple
b#0 b=6,3928
Comprabacion STD QUERCETINA
que la recta pasa a=0 Cumple
INTERCEPTO por el origen PLACEBO CARGADO
a=0 a=0
La regresion es STD QUERCETINA
estadisticamente Ecuacion: Y=bx+a
representativa, la PLACEBO CARGADO Cumple

REGRESION LINEAL
ANOVA

pendiente es
distinta de 0.

Ecuacion: Y=bx+a

(ANEXO B)
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STD QUERCETINA

Test de C de Cochran
P valor: 0,191195

PLACEBO CARGADO Cumple

Test de C de Cochran
P valor: 0,357237

HOMEGENIDAD DE
VARIANZAS p (valor): > 0.05

En la grafica de Residuos se muestra
HOMOCEDASTICIDAD | Sintendencias [una distribucion aleatoria de los Cumple
puntos, no hay tendencias.

No debe existir

diferencia

o (Test de Student)
estadistica

o P valor: 0,789336

, significativa . .
COMPARACION PLACEBO (Test de Whitney Wilcoxon)
. entre el valor Cumple

CARGADO Y ESTANDAR . P valor: 0,383731

medio del
(Testde F)

placebo cargado
. P valor: 0,839988
y el estandar

p (valor): > 0.05

Realizado Por Melissa Fiallos L. 2018

La Tabla 3-3 detalla los resultados correspondientes al parametro de Linealidad y Rango, siendo
el primer criterio coeficiente de correlacion, que con un valor de r =0.9996394 para el Estandar
de Quercetina 'y de r = 0.9995563 del placebo cargado, lo que indica que el método es lineal ya
que cumple con lo establecido, indicando que existe correlacion entre la concentracion de
quercetina y el area del pico (respuesta). Un criterio complementario al anterior para establecer
la linealidad de un método es el del Coeficiente de determinacion, que con valores de
r2=0,99927893 y r2= 0,999112797, para el estdndar de Quercetina y Placebo cargado
respectivamente, que cumplen con el criterio de r> 0,998, aportando una mayor significacion
estadistica, al representar la relacion entre la variacion total de la respuesta y a concentraciones

determinadas.

El siguiente criterio examinado es el de coeficiente de variacion de los factores respuesta,
mismo que debe ser menor al 5%, para indicar linealidad ya que en una calibracién lineal los
factores repuesta deben estar cercanos a la pendiente y ser similares entre si, lo que se cumple
tanto en el caso del estandar de quercetina con un valor de 0,91253417% y de un
1,241432579% para el placebo cargado.

50



A continuacion el criterio de Pendiente e intercepto los estimadores de la ordenada del origen,
donde la pendiente en este caso b debe ser significativamente diferente de cero, obteniéndose
como resultado para el estdndar de quercetina un valor de 6,24467 y para el placebo cargado un
valor de 6,39284 comprobando la correlacion de los diferentes sistemas. Y el intercepto en este
caso a que por su parte debe ser igual a 0, que como resultados para ambos casos tanto el
estandar como el placebo cargado es igual a cero demuestra la proporcionalidad que poseen al

pasar por el punto de origen y que de existir desviaciones se asumen como error aleatorio.

Con respecto a la regresion lineal, que fue empleada con el fin de examinar la relacién entre las
variables de estudio se obtuvieron las siguientes ecuaciones demostrando que la regresion es
estadisticamente representativa y lineal, ya que la pendiente es distinta de 0 en ambos casos,
tanto en el estandar de quercetina como en el placebo cargado, lo que se refleja también en la
gréafica de los datos obtenidos. (ANEXO B)

En el caso de homogeneidad de varianzas, se emple6 de test de Cochran, que en su estadistico
Tabla 4-3, Tabla 5-3 evalla la hipdtesis de que la desviacion estandar tanto en el caso de la
Linealidad del Estandar del Quercetina como en Linealidad del Placebo Cargado Rp dentro de
cada uno de los 5 niveles de % es la misma. Siendo de particular interés es el valor-P, que para
ambos casos da como resultado un valor-P mayor que 0,05, se establece que no existe una
diferencia estadisticamente significativa entre las desviaciones estandar, con un nivel del 95,0%

de confianza.

Tabla 4-3. Verificacion de varianza de la linealidad del estandar de quercetina. Laboratorio
NEOFARMACO. Ambato, 2018.

Prusba Valor-P

Cde Cochran |0.557792 |0.191195

Comparacion | Sigmal Sigmal F-Ratio P-Valor
70/ 85 1.74576 0.556697 [9.83408 0.1846
70/ 100 1.74576 0.31722% [30.2848 0.063%
J0/115 1.74576 0.2593134 [35.4681 0.0548
70/130 1.74576 1.38553 1.5876 0.772%
85/ 100 0.5568%97 |0.31722% [3.07957 0.4502
85/115 0.5566%7 |0.293134 [3.60666 0.4342
85/130 0.556697 |1.38353 0.15143%9 0.2780
100/ 115 0317225 |0.293134 [1.17115 0.9212
100/ 130 0317225 |1.385353 0.0524224  |0.0996
115/130 0253134 | 1.38553 0.0447613  |0.0857

Realizado Por Melissa Fiallos L. 2018
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Tabla 5-3. Verificacion de varianza de la linealidad del placebo cargado. Laboratorio
NEOFARMACO. Ambato, 2018.

Prueba Valor-P

Cde Cochran (0482003 0357237

Comparacion | Siemal  |Sigmal | F-Ratio P-Valor
70/ 85 2.5722 200429 |1.64698 0.7556
70100 2.5722 0.69005 [13.8047 0.1343
707115 2.5722 1.08605 |5.60928 0.3026
70130 2.5722 118714  |4.69468 0.3512
85/100 200429 1069005 |843642 02119
85/115 2.00429 |1.08605 [3.40579 04539
85/130 200429 118714 |2.85047 0.5194
100/ 115 0.62005 |1.08605 |04037 0.5752
1007130 0.60005 |1.18714 |0337877 [0.3051
1157130 108605 [1.18714 |0.83695 09112

Realizado Por Melissa Fiallos L. 2018

El siguiente criterio dentro del andlisis de variancia es la homocedasticidad, que analiza la
variacion de los residuos obtenidos, por medio del Gréafico 1-3 y 2-3 del Estandar de Quercetina
y del Placebo cargado respectivamente, se aprecia una distribucion aleatoria de los datos sin la
formacion de tendencias, demostrando la que existe una distribucion de amplitud de

probabilidad idéntica para ambos sistemas, ademas de brindar mejores coeficientes estimados.
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Grafico 1-3. Gréfica de residuos — Linealidad Estandar de Quercetina
Realizado Por: Melissa Fiallos L. 2018
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Gréfico 2-3. Gréfica de residuos — Linealidad Placebo Cargado
Realizado Por: Melissa Fiallos L. 2018
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Finalizando este parametro con la comparacion de ambos sistemas, donde tras su analisis
estadistico se obtuvieron los siguientes resultados, Tabla 6-3. Estableciendo que no existe
diferencia estadistica significativa entre los valores del placebo cargado y el estdndar de
quercetina, ya que al evaluar las hipétesis especificas acerca de la diferencia entre las medias de
las poblaciones de las cuales provienen las dos muestras con la prueba-t, comparar las medianas
de dos muestras, ordenando los datos de menor a mayor, y comparando los rankeos promedio de
las dos muestras en los datos combinados con la prueba W de Mann-Whitney y las
desviaciones estandar de las poblaciones de las cuales provienen las dos muestras con la una
prueba-F. Se obtiene un valor-P  mayor que 0.05 en todos los casos, por lo que no hay
diferencia estadisticamente significativa entre el la linealidad del Estdndar de Quercetina y el
Placebo cargado con un nivel del confianza del 95.0%. Ademas en el Grafico 3-3 se muestra
una grafica de cuantiles, que permite observar la cercania de la distribucion de los datos del

placebo cargado a la del estdndar que es la ideal.

Tabla 6-3. Comparacion de linealidad estandar de quercetina vs linealidad placebo cargado.
Laboratorio NEOFARMACO. Ambato, 2018.

PRUEBA HIPOTESIS RESULTADO
ESTADISTICA
Prueba -t Hip6otesis nula: medial = media2 t=-0.269742 valor-P = 0.789336
(Medias) Hipotesis Alt.: medial <> media2 No se rechaza la hip6tesis nula para
alfa =0.05.
Prueba W de Mann-Whitney Hipotesis Nula: medianal = mediana2 W =134.0 valor-P = 0.383731
(Medianas) Hipdtesis Alt.: medianal <> mediana2 No se rechaza la hipotesis nula para
alfa=0.05
Prueba-F Hipdtesis Nula: sigmal = sigma2 F =0.895928 valor-P = 0.839988
(Desviaciones Esténdar) Hipdtesis Alt.: sigmal <> sigma2 No se rechaza la hipotesis nula para
alfa = 0.05.

Realizado Por: Melissa Fiallos L. 2018
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Gréfico 3-3. Esquema de Cuantiles Estandar de Quercetina vs Placebo Cargado
Realizado Por: Melissa Fiallos L. 2018
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3.1.2.3. Exactitud

Tabla 7-3. Resumen de los resultados del pardmetro exactitud. Laboratorio NEOFARMACO.
Ambato, 2018.

CRITERIO DE ACEPTACION RESULTADO DECISION
RECOBRO O PORCENTAJE DE
. 102,0600%
RECUPERACION Cumple

Realizado Por Melissa Fiallos L. 2018

En la Tabla 7-3, se muestra el pardmetro de Exactitud, el cual para la investigacion fue estimado
a través del porcentaje de recobro, que en el caso de formulaciones farmacéuticas (AEFI, 2001
p.84) es establece un limite de 97-103% del compuesto de interés, y que con un resultado de
102,0600% de recobro, permite observar que la diferencia entre la media del valor obtenido
(placebo cargado) y el valor “verdadero” (Estandar) de esta dentro de los limites establecidos

cumpliendo y demostrando la concordancia de los resultados obtenidos.

3.1.2.4. Precision

Tabla 8-3. Resumen de los resultados del Laboratorio

NEOFARMACO. Ambato, 2018.

parametro de Precision.

CRITERIO DE ACEPTACION RESULTADO DECISION
REPETIBILIDAD DEL SISTEMA O 0,302274884% Cumple
INSTRUMENTAL Etapa |
REPETIBILIDAD DEL METODO 0,217561187%
Cumple
COEFIENCTE DE
VARIACION
Etapa Il
3 ) 2,135671%
PRECISION INTERMEDIA No existe una
_ _ STD QUERCETINA Cumple
(DIFERENTES ANALISTAS) diferencia
o p (valor): 0,6013
estadisticamente
R PLACEBO CARGADO
significativa
p (valor): 0,0112
(ANEXO C)

Realizado Por Melissa Fiallos L. 2018

En cuanto al pardmetro Precisidn esta fue evaluado, en dos etapas, obteniéndose los siguientes
resultados Tabla 8-3, la primera etapa fue la de la Repetibilidad tanto del sistema (Estandar de

Quercetina) como del método (Placebo cargado) que con valores de 0,302274884% vy
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0,217561187% respectivamente, cumple con el coeficiente de variacién de maximo del 2%.
Estableciendo que la dispersion de las medias de los resultados obtenidos se acercan mucho al
valor “verdadero” o de referencia. Ademas de un alto grado de concordancia entre los ensayos

individuales de la muestra homogénea y en condiciones repetitivas.

Como segunda etapa se cumplié con la Precisidn intermedia, realizada sobre la misa muestra
pero en condiciones operativas diferentes, para lo que fue necesaria la implementacién de un
disefio experimental, donde se variaron los factores dia y analista, permitiéndonos evaluar de
manera mas profunda el coeficiente de variacion total del disefio obteniendo un valor de
2,135671% que se puede justificar por la volatilidad presentada por el medio de disolucion
(metanol), que ademas se encuentra dentro del limite establecido al ser menor al 4%. Y en
cuanto al analisis de varianza de ambos analistas con estudio anova se obtuvieron los siguientes
resultados Tabla 9-3 y 10-3.

Tabla 9-3. Analisis anova para el estandar de quercetina. Laboratorio NEOFARMACO.
Ambato, 2018.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos 123,838 1 123,838 0,28 0,6013
Intra grupos 9692,88 22 440,585
Total (Corr.) 9816,71 23

Realizado Por Melissa Fiallos L. 2018

La Tabla 9-3 descompone la varianza de los datos en dos componentes: un componente entre-
grupos y un componente dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la raz6n-F es mayor o igual
que 0,05, no existe una diferencia estadisticamente significativa entre las medias de las 2

variables con un nivel del 95,0% de confianza.

Tabla 10-3. Andlisis anova para el andlisis del placebo cargado. Laboratorio NEOFARMACO.

Ambato, 2018.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos 2065,17 1 2065,17 7,66 0,0112
Intra grupos 5927,68 22 269,44
Total (Corr.) 7992,85 23

Realizado Por Melissa Fiallos L. 2018

La tabla 10-3 descompone la varianza de los datos en dos componentes: un componente entre-
grupos y un componente dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la prueba-F es mayor o
igual 0,01, no existe una diferencia estadisticamente significativa entre las medias de las 2

variables con un nivel del 99,0% de confianza.
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3.1.2.5. Robustez

Tabla 11-3. Resumen de

NEOFARMACO. Ambato, 2018

los

resultados

del pardmetro de robustez.

Laboratorio

CRITERIO DE ACEPTACION RESULTADO DECISION
Factores de Influencia: Fijo
e LONGITUD DE ONDA (nm)
Variables Respuestas Evaluadas:
e TIEMPO DE RETENCION Cumple
e FACTOR DE ASIMETRIA
¢ NUMERO DE PLATOS TEORICOS
CONDICIONES OPTIMAS
TIEMPO DE RETENCION:
EVALUACION DE ) Temperatura Columna 43°C
o Zona Caliente
LOS GRAFICOS ; Flujo 1.2 mL/min
Zona Fria
SUPERFICIE- Cimas Composicion de Organico 35%
REPUESTA PARA Valles FACTOR DE ASIMETRIA:
CONDICIONES Temperatura Columna 37°C Flujo:0,8 mL/min Informativo
OPTIMAS Composicion de Organico 25%

NUMERO DE PLATOS TEORICOS: Temperatura

Composicion de Organico 25%

Columna 37°C
Flujo:0,8mL/min

(ANEXO D)

Realizado Por Melissa Fiallos L. 2018

La robustez también formo parte del proceso de validacion del método analitico, donde gracias

al andlisis del Diagrama de Pareto estandarizado Gréfico 4-3, se establecid que el 80% de la

variabilidad de los resultados del método analitico, corresponde al 20% de los factores de

influencia tanto positiva como negativa, siendo el de mayor influencia, la LONGITUD DE

ONDA (nm), que se define como Factor Fijo, ya que una variacion o cambio en este, afecta

directamente en las variables respuestas evaluadas, que en este caso son: Tiempo de retencion,

Factor de asimetria y Nimero de platos teoricos.
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Grafico 4-3. Diagrama de Pareto Estandarizado de los factores de influencia
Realizado Por: Melissa Fiallos L. 2018

A si mismo al mencionar o tomar en cuenta mas de una variable repuesta para el analisis de
robustez y sabiendo que existe mas de un analito en las muestra, es necesario experimentar la
influencia de cada factor sobre los pardmetros o v. respuesta (principio de la ortogonalidad). Por
lo que fue preciso emplear un disefio experimental factorial que proporciono un numero
razonable de experimentos, optimizando el ensayo. Ademas en la Tabla 12-3., se muestran las
estimaciones para cada efecto estimado y el factor de inflacion de varianza (VIF), que

demuestra que el disefio es ortogonal ya que todos los factores tienen un valor de 1.

Tabla 12-3. Estimacion de los efectos de cada factor sobre las variables repuesta. Laboratorio
NEOFARMACO. Ambato, 2018.

Efecto Estimado Error Estd. V.I.F.
Promedio 8758,56 362,399

A: TEMPERATURA COLUMNA 1412,13 724,799 1,0
B: FLUJO -1020,13 724,799 1,0
C: COMPOSICION DE ORGANICO  [2190,63 724,799 1,0
D: LONGITUD DE ONDA 915,625 724,799 1,0
AB 1430,88 724,799 1,0
AC 656,625 724,799 1,0
AD -143,375 724,799 1,0
BC -832,625 724,799 1,0
BD 92,375 724,799 1,0
CD 887,125 724,799 1,0

Realizado Por: Melissa Fiallos L. 2018

De la misma forma, mediante el empleo del software estadistico STAT GRAPHICS, se logro
encontrar las condiciones éptimas para cada variable respuesta estudiada, lo con los siguientes

resultados:
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Grafico 5-3. Malla superficie respuesta para la variable tiempo de retencion.
Realizado Por: Melissa Fiallos L. 2018

Tabla 13-3. Condiciones 6ptimas de robustez para la variable TIEMPO DE RETENCION.
Laboratorio NEOFARMACO. Ambato, 2018.
Valor 6ptimo = 2,61325 min

Factor Bajo Alto Optimo
TEMPERATURA COLUMNA 37,0 43,0 430
FLUJO 0,8 12 12
COMPOSICION DE ORGANICO 25,0 35,0 35,0
LONGITUD DE ONDA 370,0 370,0

Realizado Por: Melissa Fiallos L. 2018

La Tabla 13-3., muestra la combinacién de los niveles de los factores, a la cual minimiza
TIEMPO DE RETENCION sobre la region indicada. Logrando establecer el valor de uno o mas
factores a una constante, con sus respectivos los limites. Ademas gracias al gréafico 5-3 se
consigui6 apreciar los puntos donde el método se encuentra en la “cima y zonas frias” que
formarian las condiciones éptimas de analisis, que en este caso ayuda a obtener el pico de

quercetina en el menor tiempo de retencion posible.
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Gréfico 6-3. Malla superficie respuesta para la variable factor de asimetria.
Realizado Por: Melissa Fiallos L. 2018
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Tabla 14-3. Condiciones 6ptimas de robustez para la variable FACTOR DE ASIMETRIA.

Laboratorio NEOFARMACO. Ambato, 2018.
Valor éptimo = 1,04237

Factor Bajo Alto Optimo
TEMPERATURA COLUMNA 37,0 43,0 37,0
FLUJO 038 1,2 0,8
COMPOSICION DE ORGANICO 25,0 35,0 25,0
LONGITUD DE ONDA 370,0 370,0

Realizado Por: Melissa Fiallos L. 2018

La Tabla 14-3., muestra la combinacion de los niveles de los factores, a la cual se mantiene
FACTOR DE ASIMETRIA en 1,0 sobre la regidn indicada. Logrando establecer el valor de uno
0 mas factores a una constante, con sus respectivos los limites. Ademas gracias al grafico 6-3 se
consiguio apreciar los puntos donde el método se encuentra en la “cima y zonas frias” que
formarian las condiciones Optimas de andlisis, que en este caso ayuda a obtener el pico de

quercetina simétrico con el menor factor de coleo posible.

- Numero de Platos Teoricos

e respuestﬁ'-x estimada

=)
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N 5800,0
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=1 7400,0
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T 12200,0
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N 13800,0
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Gréfico 7-3. Malla superficie respuesta para la variable nimero de platos teoricos.
Realizado Por: Melissa Fiallos L. 2018

Tabla 15-3. Condiciones 6ptimas de robustez para la variable NUMERO DE PLATOS
TEORICOS. Laboratorio NEOFARMACO. Ambato, 2018.
Valor 6ptimo = 12359,1

Factor Bajo Alto Optimo
TEMPERATURA COLUMNA 37.0 43,0 37.0
FLUO , 0.8 1.2 0.8
COMPOSICION DE ORGANICO 25.0 35.0 25.0
LONGITUD DE ONDA 370.0 370.0

Realizado Por: Melissa Fiallos L. 2018

La tabla 15-3., muestra la combinacion de los niveles de los factores, a la cual se maximiza
NUMERO DE PLATOS TEORICOS sobre la region indicada. Logrando establecer el valor de

uno o mas factores a una constante, con sus respectivos los limites. Ademas gracias al grafico 7-
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3 se consiguio apreciar los puntos donde el método se encuentra en el “valle y zonas calientes”
que formarian las condiciones Optimas de analisis, que en este caso ayuda a obtener el pico de

quercetina con mayor eficiencia es decir mayor nimero de platos tedricos.

3.1.2.6. Estabilidad

Tabla 16-3. Resumen de los resultados del pardmetro estabilidad. Laboratorio
NEOFARMACO. Ambato, 2018.

CRITERIO DE ACEPTACION RESULTADO | DECISION
ESTABILIDAD DE La diferencia absoluta de cada 0 HORAS: 0,3509%
LA MUESTRA condicion con respecto a la normal no 12 HORAS: 0,0259% Cumple
debe exceder el 24 HORAS: 0,2404%
RSD <20% de la precision del sistema. (ANEXO E)
El método analitico permite
distinguir entre todas las
posibles especies quimicas
que puedan generarse en
DEGRADACION Identificacion de Degradantes y sus | condiciones de degradacion Informativo
FORZADA tiempos de retencion forzada en medio Acida,
alcalina, oxidante,
degradacién térmica y foto
litica.
(ANEXO E)

Realizado Por Melissa Fiallos L. 2018

Como parte del proceso de validacién se propuso el pardmetro de estabilidad, en la cual fue
evaluada bajo dos criterios, el primero fue la estabilidad de la solucién a 0 horas (en fresco), a
12 horas y a 24 horas de su preparacion conservadas en las condiciones convencionales del
laboratorio, obteniéndose los siguientes resultados en razon de su RSD; 0 HORAS= 0,3509%,
12 HORAS= 0,0259% y 24 HORAS= 0,2404%, cumpliendo con el limite especificado y
estableciendo gque la muestra es estable a las 24 horas de su preparacion, no obstante debido a la
volatilidad del medio de disolucién (metanol), se recomienda que la preparacion y analisis de la
muestra sea en fresco para evitar cualquier tipo de error al procesar los datos. Por otra parte el
segundo criterio fue el analisis de la muestra sometida a estrés, estudiada como degradacion
forzada, donde se expuso a la muestra ante agentes de degradacion de carécter &cido, alcalino,
oxidante, térmico y fotolitico, permitiendo distinguir a las especies quimicas que pueden

generarse tras esta exposicion. (ANEXO E)

60



3.1.2.7. Idoneidad del sistema

Tabla 17-3. Resumen de los resultados del parametro de Idoneidad del sistema. Laboratorio
NEOFARMACO. Ambato, 2018.

CRITERIO DE ACEPTACION RESULTADO | DECISION
PRECISION DEL
RSD < 2% 0,776
SST
FACTOR DE
K'>1 1,405
CAPACIDAD Cumple
NUMEROS DE
PLATOS N > 2000 9123,242
TEORICOS
FACTOR DE
. Asimetria< 2.0 1,218
ASIMETRIA

Realizado Por Melissa Fiallos L. 2018

La Tabla 17-3., se muestra los resultados del parametro de la idoneidad de sistema que refleja el
estado del sistema cromatografico (ANEXO F), verificando si este es adecuado para el
propésito del analisis. Para lo cual se determinaron criterios establecidos en AEFI, 2001 pp.106-
113, como; Precision del sst, que trata de evaluar la variacion de los datos, y con un RSD de
0,776 se habla de que el método analitico estudiado tiene un alto grado de concordancia entre

sus ensayos sobre una muestra homogénea.

En el caso del factor de capacidad que determina la retencion del soluto, se obtuvo un valor de
1,405 que sefala que el analito eluye a un tiempo de retencion alejado al de la linea base, por lo

gue no se ve comprometida la selectividad del método.

En cuanto al nimero de platos tedricos como indicativo de eficiencia, se obtuvo un valor de
9123,242 lo que demuestra, tanto el buen estado de la columna cromatografica como el de las
condiciones operativas empleadas, cumpliendo por mucho con el limite establecido. Y el factor
de asimetria, que muestra la adecuada distribucion del pico “Campana de Gauss”, por lo que el
resultado de 1,218 es un indicativo de que el pico cromatogréfico tiende a ser simétrico

minimizando las imprecisiones en su integracion y por ende en su cuantificacion.
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3.1.2.8. Incertidumbre de la medicion

Tabla 18-3. Resumen de los resultados de la incertidumbre de la medicién. Laboratorio
NEOFARMACO. Ambato, 2018.

CRITERIO DE ACEPTACION RESULTADO | DECISION
Incertidumbre combinada #
0,160 Informativo
. . U =ku
Incertidumbre expandida 0,321

Realizado Por Melissa Fiallos L. 2018
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Gréfico 8-3. Representacion grafica de la evaluacion de la incertidumbre de la medicion.
Realizado Por: Melissa Fiallos L. 2018

Finalmente, en la Tabla 18-3 se muestra los resultados del célculo de la incertidumbre de la
medicion total, que fue realizada con el fin de brindar el grado de certeza necesario para la
validacion del método analitico, ademas de servir como un informativo para posteriores analisis.
Para lo cual en primera instancia se establecieron las fuentes de incertidumbre del analisis
Figura 4-2 para luego de la obtencion de los resultados hacer el calculo respectivo de la
incertidumbre combinada, en este caso igual 0,130 y de la incertidumbre expandida igual a
0,261. Asimismo se determind por porcentaje que corresponde a la fuente de mayor
incertidumbre que fue la de Mano de obra, es decir los analistas por lo cual se recomienda tener
todo la precaucion necesaria para una mejor preparacion de muestra, pese a esto se evidencia
que el valor que se aporta es relativamente bajo, en comparacion al tratamiento que sufre la
muestra en su preparacion, ademas que al tratarse de productos naturales el criterio de

aceptacion es mucho mas amplio.
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CONCLUSIONES

- Pese a la antigliedad del empleo de plantas medicinales, en la cura de enfermedades,
estas siguen siendo vitales para el desarrollo de nuevos medicamentos, ya que poseen una
amplia gama de compuestos beneficiosos para nuestra salud, sin que existan las comunes

reacciones adversas de los medicamentos convencionales.

- La importancia de la realizacion de estudios sobre productos naturales es abundante, ya
gue la mayoria de especies aln no han sido descritas y peor aln estudiados sus componentes
quimicos o bioactivos. Representado una gran fuente investigativa que impulse el desarrollo de
productos innovadores con nuestros propios recursos siendo fuente de ingreso de para micro o

macro empresarios.

- El empleo de técnicas avanzadas tanto en produccion como en el anélisis de
medicamentos, facilitan el estudio de los diferentes tipos de matrices que presentan los
fitomedicamentos, ya que poseen una mayor sensibilidad, es decir que son capaces de detectar
cantidades de sustancias activas cada vez mas pequefias, lo que mejora continuamente y permite

garantizar la seguridad y calidad de estos productos.

- Para el desarrollo de un método analitico es necesario priorizar desde la forma
farmacéutica o matriz de la que se debe liberar el compuesto de interés, hasta la seleccion de un
marcador fitoquimico que garantice la calidad del producto por medio de la estabilidad del
mismo dentro de su formulacion. Que en mi caso, gracias a los estudios previos y ensayos en
CCF se logro establecer como a Quercetina como marcador fitoquimico del extracto de
Aristeguietia glutinosa LAM utilizado en el producto MATICO DEL DR. PENA® Tabletas.

- Finalmente se logré demostrar tras el proceso de validacion que el método analitico
desarrollado, cumple con el propdsito con el que fue creado, siendo apto para su aplicacién
dentro de la valoracion en rutina, tanto del MATICO DEL DR. PENA® Extracto (materia
prima), como del producto terminado MATICO DEL DR. PENA® Tabletas en el Laboratorio
NEOFARMACO DEL ECUADOR NEOFARMACO CIA. LTDA.
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RECOMENDACIONES

- Es importante antes del desarrollo de un método analitico, conocer todos los aspectos
biofarmacéuticos y fisicogquimicos del compuesto de interés ya que de esa forma se podra

establecer una técnica mucho mas sensible, donde el analito sea facilmente detectable.

- Se recomienda realizar un estudio profundo de la fase oleosa obtenida en el proceso de
extraccion, ya que por las caracteristicas presentadas, se asume que en ella se encuentra el

activo responsable de la actividad gastroprotector reportada en estudios previos.

- Se debe tomar en cuenta que al tratarse de un fitomedicamento los criterios de
aceptacion deben ser mas amplios, en comparacion a los compuestos activos 0 materias primas

gue se son aisladas con un alto grado de pureza.

- Ademas es trascendental concientizar el apoyo a este tipo de proyectos, tanto a nivel de
la academia como a nivel de empresa privada, para que de esta forma el pais potencialice el
comercio de productos naturales de calidad y con menos efectos secundarios que con los

medicamentos convencionales.

- La optimizacion de métodos analiticos dirigidos a fitomedicamentos requiere de un
esfuerzo generalizado, por lo que como profesionales de la salud, se debe sugerir a las entidades
regulatorias se definan especificaciones para este tipo de productos, y de esta forma incentivar

la investigacion de nuevas técnicas analiticas mucho més selectivas y robustas.
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ANEXOS

Anexo A. Cromatogramas correspondientes al anélisis del parametro selectividad.
Laboratorio NEOFARMACO. Ambato, 2018.
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Versi6n impresa : 27 Oct 2017 16:02:31, IA: 7.0 Reciente (Calibracién vinculada) Fecha de impresion : 27 Oct 2017 16:03:32
Estilo del informe : C:\ClarityVA\HPLC2 DATA\Common\Chromatogram.sty Por : MELISSA FIALLOS
Archivo de calibracién : C:\ClarityVA\HPLC2 DATA\FLAVONOIDES ARISTIGUIETIA

GLUTINOSA LAM\Calib\STD QUERCETINA.CAL

Informacion de la muestra:

1d. de la muestra : EXTRACTO DE MATICO SELECTIVIDAD Cantidad [uL] %0
Muestra . Cantidad Esténdar Int. )
Volumen de Inyec[pL] : 10 Dilucién s
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Anexo B. Rectas de regresion correspondientes al andlisis del parametro linealidad.
Laboratorio NEOFARMACO. Ambato, 2018.

@h@?n%u“‘““ LABORATORIO NEOFARMACO DEL ECUADOR-NEOFARMACO CIA. LTDA.
VALIDACION METODO ANALITICO - QUERCETINA
MATICO DEL DR. PENA
METODO INTERNO
LINEALIDAD DEL SISTEMA

QUERCETINA - Sefial 1 - 4,337 min

Resultado | Cantidad Factor | N° rec. | Usado
resp.
Tipo de pico : Ordnr 1 | 4326246 70,0000 0,1618 1 1
Is or Uses ISTD § e 2 431,9879 | 70,0000 0,1620 11
Margen izquierdo : 0,2 min 3 4352793 | 70,0000 0,1608 11 K
Margen derecho : 0,2 min 4 536,4649 | 85,0000 0,1584 1i
Criterio de calculo : Area 5 | 5364148 | 85,0000 0,1585 11
Tipo de ajuste de la curva @ Lineal 6 535,7466 | 85,0000 0,1587 1i
Origen : Curva desde cero 7 620,1950 i 100,0000 0,1612 11
Método de ponderacién : Ninguna 8 619,7134 | 100,0000 0,1614 1 @__
Ec. de substitucién 1 Y = 6,24467*X 9 620,3119 | 100,0000 0,1612 1i K
Coeficiente de correl. : 0,9996394 10 | 7261263 | 1150000 | 0,1584 1K |
Residuo : 5,32545 [mAU.s] 11 | 7259613 1150000 | 0,1584 1IN
Aproximacién lineal X : Ninguna 12 | 725,5566 | 115,0000 0,1585 1 &_
Aproximacién lineal Y : Ninguna 13 | 808,4403 : 130,0000 0,1608 1
14 | 8062812 130,0000 | 0,1612 11K
15 | 8058565 130,0000 | 01613 1 X |
16 0,0000;  0,0000| 0,0000 0 K|
17 0,0000| 0,0000; 0,0000 0
18 0,0000 0,0000 0,0000 0
19 0,0000 |  0,0000:  0,0000 0 K |
20 0,0000 0,0000 0,0000 0 E‘"
BL 0,0000 | Blanco | 0,0000 0 BJ |
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@ azenarons

LABORATORIO NEOFARMACO DEL ECUADOR-NEOFARMACO CIA. LTDA.
VALIDACION METODO ANALITICO - QUERCETINA

MATICO DEL DR. PENA
METODO INTERNO
LINEALIDAD DEL METODO

QUERCETINA - Sefial 1 - 4,333 min

Resultado | Cantidad Factor | N rec. | Usado
resp.
Tipo de pico : Ordnr 1 434,9413 | 70,0000 0,1609 1 X
Is or Uses ISTD = 2 | 4388586 70,0000  0,1595 1K
Margen izquierdo : 0,2 min 3 439,7878 | 70,0000 0,1592 1 @_
Margen derecho : 0,2min 4 | 5394383 85,0000 0,1576 1
Criterio de calculo : Area 5 | 5388938 850000 0,157 1 X
Tipo de ajuste de la curva : Lineal 6 542,6054 ;| 85,0000 0,1567 1 @_.
Origen : Curva desde cero 7 638,0453 | 100,0000 0,1567 1 E-
Método de ponderacién : Ninguna 8 637,6249 | 100,0000 0,1568 1: K
Ec. de substitucién Y = 6,39284*X 9 636,6967 | 100,0000 0,1571 1
Coeficiente de correl. : 0,9995563 10 | 7453191 115,0000 0,1543 1
Residuo : 6,70162 [mAU.s] 11 747,4575 | 115,0000 0,1539 1 &
Aproximacién lineal X : Ninguna 12, | 746,058 | 1150000 et : &_
Aproximacién lineal Y : Ninguna 13 | 831,1516 | 130,0000 .  0,1564 1|
14 | 8288202 130,0000 |  0,1568 1 K
15 | 829,5969 | 130,000  0,1567 1B
16 0,0000 |  0,0000  0,0000 0 Bq°
17 0,0000; 0,0000; 0,0000 0
18 0,0000 | 0,0000  0,0000 0 B |
19 0,0000 | 00000  0,0000 [
20 0,0000  0,0000 0,000 0
BL 0,0000 | Blanco:  0,0000 0 K
[mAU.s] iy
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Anexo C. Cromatogramas correspondientes al andlisis del parametro Precision.
Laboratorio NEOFARMACO. Ambato, 2018.

LCromatograma C:\ClarityVA\HPLC2 DATA\FLAVONOIDES ARISTIGUIETIA GLUTINOSA LAM\Calib\ESTANDAR QUERCETINA ANALISTA A DA 1 - PRECISION INTE

(Miegraionis  LABORATORIO NEOFARMACO DEL ECUADOR-NEOFARMACO CIA. LTDA
VALIDACION METODO ANALITICO-QUERCETINA
MATICO DEL DR. PENA
METODO INTERNO
PRECISION INTERMADIA ESTANDAR -DIA 1- A

Informacién del cromatograma:

Nombre archivo : C:\ClarityVA\HPLC2 DATA\FLAVONOIDES ARISTIGUIETIA . Archivo creado : 24 Oct 2017 20:26:53
GLUTINOSA LAM\Calib\ESTANDAR QUERCETINA ANALISTA A DIA
1 - PRECISION INTERMEDIA_24 Oct. 2017 20_20_52_0466.PRM

Origen : Adquirida, la adquisicion ha comenzado 24 Oct 2017 20:20:52 Fecha de adquisiciéon : 24 Oct 2017 20:26:52

Proyecto : C:\ClarityVA\HPLC2 DATA\Projects\FLAVONOIDES ARISTIGUIETIA Por : MELISSA FIALLOS
GLUTINOSA LAM.PRJ

Informacion de la versién impresa:

Version impresa : 24 Oct 2017 20:26:53, IA: 7.0 Reciente (Calibracion vinculada) Fecha de impresién : 25 Oct 2017 12:30:05
Estilo del informe : C:\ClarityVA\HPLC2 DATA\Common\Chromatogram.sty Por : MELISSA FIALLOS
Archivo de calibracién : C:\ClarityVA\HPLC2 DATA\FLAVONOIDES ARISTIGUIETIA

GLUTINOSA LAM\Calib\STD QUERCETINA.CAL

Informacién de la muestra:

Id. de la muestra : ESTANDAR QUERCETINA ANALISTA A DfA 1 - PRECISION Cantidad [uL] 50
INTERMEDIA
Muestra = Cantidad Estandar Int. : 0
Volumen de Inyec[pL] 3 Dilucién 5 4
[mAU] ‘ 2 . - = =Sy -[%]
‘ Calib\ESTANDAR QUERCETINA ANALISTA A DiA 1 - PRECISION INTERMEDIA_24 Oct. 2017 20_20_52_0466 - UVVIS-370nm
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‘Cromatograma C:\ClarityVA\HPLC2 DATA\FLAVONOIDES ARISTIGUIETIA GLUTINOSA LAM\Calib\ESTANDAR QUERCETINA ANALISTA B DiA 1 - PRECISION INTE

(Miasgnatoms  LABORATORIO NEOFARMACO DEL ECUADOR-NEOFARMACO CIA. LTDA
VALIDACION METODO ANALITICO-QUERCETINA
MATICO DEL DR. PENA
METODO INTERNO
PRECISION INTERMADIA ESTANDAR -DIA 1- B
i6n del ¢

Nombre archivo

Origen
Proyecto

Informacién de la versién impresa:

Version impresa

GLUTINOSA LAM.PR]

: C:\ClarityVA\HPLC2 DATA\FLAVONOIDES ARISTIGUIETIA E
GLUTINOSA LAM\Calib\ESTANDAR QUERCETINA ANALISTA B DIA
1 - PRECISION INTERMEDIA _24 Oct. 2017 21_49_49_0586.PRM

: Adquirida, la adquisicién ha comenzado 24 Oct 2017 21:49:49
: C:\ClarityVA\HPLC2 DATA\Projects\FLAVONOIDES ARISTIGUIETIA

: 24 Oct 2017 21:55:51, IA: 7.0 Reciente (Calibracién vinculada)

Archivo creado

Fecha de adquisicion
Por

Fecha de impresion

: 24 Oct 2017 21:55:50

1 24 Oct 2017 21:55:50
: MELISSA FIALLOS

: 26 Oct 2017 8:01:49

Estilo del informe : C:\ClarityVA\HPLC2 DATA\Common\Chromatogram.sty Por : MELISSA FIALLOS
Archivo de calibracién : C:\ClarityVA\HPLC2 DATA\FLAVONOIDES ARISTIGUIETIA
GLUTINOSA LAM\Calib\STD QUERCETINA.CAL
Informacion de la muestra:
1d. de la muestra : ESTANDAR QUERCETINA ANALISTA B DA 1 - PRECISION Cantidad [uL] 10
INTERMEDIA
Muestra : Cantidad Estandar Int. : 0
Volumen de InyecfpL] 33 Dilucién 31
[mAU] 2 SUSHENTES R 2 Y
[— Calib\ESTANDAR QUERCETINA ANALISTA B in 1 - PRECISION INTERMEDIA _24 Oct. 2017 21_12_45_0531 - UVVIS-370nm
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Anexo D. Cromatogramas correspondientes a las condiciones 6ptimas establecidas en el
andlisis del parametro robustez. Laboratorio NEOFARMACO. Ambato, 2018.

Cromatograma C:\ClarityVA\HPLC2 DATA\FLAVONOIDES ARISTIGUIETIA GLUTINOSA LAM\Calib\ESTANDAR QUERCETINA DISENO EXPERIMENTAL 16_25 Oct. 2

13 RRRRAAES LABORATORIO NEOFARMACO DEL ECUADOR-NEOFARMACO CIA. LTDA
VALIDACION METODO ANALfTICO-QUERCETINA
MATICO DEL DR. PENA
METODO INTERNO
ROBUSTEZ

Informacién del cromatograma:
Nombre archivo : C:\ClarityVA\HPLC2 DATA\FLAVONOIDES ARISTIGUIETIA Archivo creado : 25 Oct 2017 20:30:04
GLUTINOSA LAM\Calib\ESTANDAR QUERCETINA DISENO
EXPERIMENTAL 16_25 Oct. 2017 20_18_03_0391.PRM
Origen 2 q! , la 6n ha 25 Oct 2017 20:18:03 Fecha de adquisicién : 25 Oct 2017 20:30:04
Proyecto : C:\ClarityVA\HPLC2 DATA\Projects\FLAVONOIDES ARISTIGUIETIA Por : MELISSA FIALLOS
GLUTINOSA LAM.PRJ

Informacion de la versién impresa:

Version impresa : 26 Oct 2017 11:39:59, IA: 7.0 Reciente (Calibracién vinculada) Fecha de impresién : 26 Oct 2017 12:02:05
Estilo del informe : C:\ClarityVA\HPLC2 DATA\Common\Chromatogram.sty Por : MELISSA FIALLOS
Archivo de calibracién : C:\ClarityVA\HPLC2 DATA\FLAVONOIDES ARISTIGUIETIA

GLUTINOSA LAM\Calib\STD QUERCETINA.CAL

Informacién de la muestra:

1d. de la muestra : ESTANDAR QUERCETINA DISENO EXPERIMENTAL 16 Cantidad [uL] : 0
Muestra H Cantidad Estandar Int. : 0
Volumen de Inyec[pL] =3 Dilucién O |
Método : C:\ClarityVA\HPLC2 DATA\FLAVONOIDES Por : MELISSA FIALLOS
ARISTIGUIETIA GLUTINOSA LAM\VALIDACION DE
METODO ANALITICO\ROBUSTEZ DISENO
EXPERIMENTAL 16
Bescripdidn : DISENG EXPERIMENTAL 15 - ROBUSTEZ
Creado : 30 ago. 2017 12:33 Modificado : 26 oct. 2017 11:39
[mAU] R i e S e A B4 G & i .S _[%)
100-] EXTRACTO DE MATICO CONDICIONES OPTIMAS 1_27 Oct. 2017 13_14_23_002 - UVVIS-370nm
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Anexo E. Cromatogramas correspondientes al andlisis del parametro de estabilidad del
método analitico. Laboratorio NEOFARMACO. Ambato, 2018.

%

,Mamgrama C:\ClarityVA\HPLC2 DATA\FLAVONOIDES ARISTIGUIETIA GLUTINOSA LAM\Calib\ESTANDAR QUERCETINA ESTABILIDAD DE LA SOLUCION 0 HO}

LABORATORIO
%7 NEOFARMACO

LABORATORIO NEOFARMACO DEL ECUADOR-NEOFARMACO CIA. LTDA

VALIDACION METODO ANALITICO-QUERCETINA
MATICO DEL DR. PENA

METODO INTERNO

ESTABILIDAD DE LA SOLUCION a 0 Horas

Informacién del cromatograma:
Nombre archivo

Origen
Proyecto

Informacion de la versién impresa:

Version impresa
Estilo del informe
Archivo de calibracién

Informacién de la muestra:
1d. de la muestra

Muestra
Volumen de Inyec[pL]

: C:\ClarityVA\HPLC2 DATA\FLAVONOIDES ARISTIGUIETIA
GLUTINOSA LAM\Calib\ESTANDAR QUERCETINA ESTABILIDAD DE
LA SOLUCION 0 HORAS_24 Oct. 2017 15_13_30_0163.PRM

: Adquirida, la adquisicién ha comenzado 24 Oct 2017 15:13:30

: C:\ClarityVA\HPLC2 DATA\Projects\FLAVONOIDES ARISTIGUIETIA
GLUTINOSA LAM.PRJ

: 24 Oct 2017 15:19:31, IA: 7.0 Reciente (Calibracién vinculada)
: C:\ClarityVA\HPLC2 DATA\Common\Chromatogram.sty

: C:\ClarityVA\HPLC2 DATA\FLAVONOIDES ARISTIGUIETIA
GLUTINOSA LAM\Calib\STD QUERCETINA.CAL

: ESTANDAR QUERCETINA ESTABILIDAD DE LA SOLUCION 0
HORAS

: 10

Archivo creado

Fecha de adquisicién
Por

Fecha de impresion
Por

Cantidad [uL]

Cantidad Estandar Int.
Dilucion

: 24 Oct 2017 15:19:31

: 24 Oct 2017 15:19:30
: MELISSA FIALLOS

: 26 Oct 2017 12:57:56
: MELISSA FIALLOS

[mAU] e E 2 [%]
j Calib\ESTANDAR QUERCETINA ESTABILIDAD DE LA SOLUCION 0 HORAS_24 Oct. 2017 14_58_31_0141 - UVVIS-370nm |
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Cromatograma C:\ClarityVA\HPLC2 DATA\FLAVONOIDES ARISTIGUIETIA GLUTINOSA LAM\Calib\ESTANDAR QUERCETINA ESTABILIDAD DE LA SOLUCION 12 HO

@mm"cs LABORATORIO NEOFARMACO DEL ECUADOR-NEOFARMACO CIA. LTDA
VALIDACION METODO ANALITICO-QUERCETINA
MATICO DEL DR. PENA
METODO INTERNO
ESTABILIDAD DE LA SOLUCION a 12 Horas

Inf cién del cre :
Nombre archivo : C:\ClarityVA\HPLC2 DATA\FLAVONOIDES ARISTIGUIETIA Archivo creado : 25 Oct 2017 2:38:09
GLUTINOSA LAM\Calib\ESTANDAR QUERCETINA ESTABILIDAD DE
LA SOLUCION 12 HORAS_25 Oct. 2017 2_32_08_0962.PRM
Origen : Adquirida, la adquisicién ha comenzado 25 Oct 2017 2:32:08 Fecha de adquisicién : 25 Oct 2017 2:38:09
Proyecto : C:\ClarityVA\HPLC2 DATA\Projects\FLAVONOIDES ARISTIGUIETIA Por : MELISSA FIALLOS

GLUTINOSA LAM.PR]

Informacion de la versién impresa:

Version impresa : 25 Oct 2017 2:38:09, IA: 7.0 Reciente (Calibracién vinculada) Fecha de impresion 1 26 Oct 2017 13:02:53
Estilo del informe : C:\ClarityVA\HPLC2 DATA\Common\Chromatogram.sty Por : MELISSA FIALLOS
Archivo de calibracion : C:\ClarityVA\HPLC2 DATA\FLAVONOIDES ARISTIGUIETIA

GLUTINOSA LAM\Calib\STD QUERCETINA.CAL

Informacion de la muestra:

Id. de la muestra : ESTANDAR QUERCETINA ESTABILIDAD DE LA SOLUCION 12 Cantidad [uL] 240
HORAS
Muestra 3 Cantidad Estandar Int. :0
Volumen de Inyec[pL] : 10 Dilucién |
[mAU] e e SR
—— Calib\ESTANDAR QUERCETINA ESTABILIDAD DE LA SOLUCION 12 HORAS_25 Oct. 2017 2_39_37_0973 - UVVIS-370nm
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—r
Cram@tograma C:\ClarityVA\HPLC2 DATA\FLAVONOIDES ARISTIGUIETIA GLUTINOSA LAM\Calib\ESTANDAR QUERCETINA ESTABILIDAD DE LA SOLUCION 24 HO

D RASRATNS LABORATORIO NEOFARMACO DEL ECUADOR-NEOFARMACO CIA. LTDA
VALIDACION METODO ANALITICO-QUERCETINA
MATICO DEL DR. PENA
METODO INTERNO
ESTABILIDAD DE LA SOLUCION a 24 Horas
Informacién del cromatograma:
Nombre archivo : C:\ClarityVA\HPLC2 DATA\FLAVONOIDES ARISTIGUIETIA Archivo creado : 25 Oct 2017 13:39:09
GLUTINOSA LAM\Calib\ESTANDAR QUERCETINA ESTABILIDAD DE
LA SOLUCION 24 HORAS_25 Oct. 2017 13_33_08_0021.PRM
Origen : Adquirida, la adquisicion ha comenzado 25 Oct 2017 13:33:08 Fecha de adquisicién : 25 Oct 2017 13:39:09
Proyecto : C:\ClarityVA\HPLC2 DATA\Projects\FLAVONOIDES ARISTIGUIETIA Por : MELISSA FIALLOS
GLUTINOSA LAM.PRJ
Informacién de la version impresa:
Version impresa : 26 Oct 2017 12:44:50, IA: 7.0 Reciente (Calibracion vinculada) Fecha de impresion : 26 Oct 2017 15:43:22
Estilo del informe : C:\ClarityVA\HPLC2 DATA\Common\Chromatogram.sty Por : MELISSA FIALLOS
Archivo de calibracién : C:\ClarityVA\HPLC2 DATA\FLAVONOIDES ARISTIGUIETIA
GLUTINOSA LAM\Calib\STD QUERCETINA.CAL
Informacién de la muestra:
1d. de la muestra : ESTANDAR QUERCETINA ESTABILIDAD DE LA SOLUCION 24 Cantidad [uL] : 0
HORAS
Muestra : Cantidad Esténdar Int.  : 0
Volumen de Inyec[pL] : 10 Dilucién L %
[mAU] o L A7 = LT AR i SRS . T
—— Calib\ESTANDAR QUERCET'INA ESTABILIDAD DE LA SOLUCION 24 HORAS_25 Oct. 2017 13_33_08_0021 - UVVIS-370nm
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—_—

Cromatograma C:\ClarityVA\HPLC2 DATA\FLAVONOIDES ARISTIGUIETIA GLUTINOSA LAM\Calib\ESTANDAR QUERCETINA 25°C_26 Oct. 2017 20_44_13_0521.PR

@ aenatong LABORATORIO NEOFARMACO DEL ECUADOR-NEOFARMACO CIA. LTDA
VALIDACION METODO ANALITICO-QUERCETINA
MATICO DEL DR. PENA
METODO INTERNO
DEGRADACION FORZADA
Informacién del cromatograma:

Nombre archivo : C:\ClarityVA\HPLC2 DATA\FLAVONOIDES ARISTIGUIETIA Archivo creado : 26 Oct 2017 20:50:14
GLUTINOSA LAM\Calib\ESTANDAR QUERCETINA 25°C_26 Oct.
2017 20_44_13_0521.PRM
Origen : Adquirida, la adquisicion ha comenzado 26 Oct 2017 20:44:13 Fecha de adquisicién : 26 Oct 2017 20:50:13
Proyecto : C:\ClarityVA\HPLC2 DATA\Projects\FLAVONOIDES ARISTIGUIETIA Por : MELISSA FIALLOS
GLUTINOSA LAM.PRJ
Informacion de la version impresa:
Versién impresa : 27 Oct 2017 13:10:16, IA: 7.0 Reciente (Calibracion vinculada) Fecha de impresion : 27 Oct 2017 14:16:42
Estilo del inft_)rme : C:\ClarityVA\HPLC2 DATA\Common\Chromatogram.sty Por : MELISSA FIALLOS
Archivo de calibracion : C:\ClarityVA\HPLC2 DATA\FLAVONOIDES ARISTIGUIETIA
GLUTINOSA LAM\Calib\STD QUERCETINA.CAL
Informacién de la muestra:
1d. de la muestra : ESTANDAR QUERCETINA 25°C Cantidad [ul] 5.0
Muestra 2 Cantidad Estandar Int. 20
Volumen de Inyec[pL] +3 Dilucién 45 |
 REE e e s R = RIS S —[%]
fmAUR R e e
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[mAU] [ St R R R e
‘ —— Calib\ESTANDAR QUERCETINA H202_26 Oct. 2017 19_44_48_0441 - UVVIS-370nm
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Anexo F. Reporte del test de idoneidad del sistema del método analitico. Laboratorio
NEOFARMACO. Ambato, 2018.

Cromatograma C:\ClarityVA\HPLC2 DATA\FLAVONOIDES ARISTIGUIETIA GLUTINOSA LAM\Calib\ESTANDAR QUERCETINA REPETIBILIDAD DEL SISTEMA_24 Oct.

MR LABORATORIO NEOFARMACO DEL ECUADOR-NEOFARMACO CIA. LTDA
VALIDACION METODO ANALITICO-QUERCETINA
MATICO DEL DR. PENA

METODO INTERNO
SST
Informacién del cromatograma:

Nombre archivo : C:\ClarityVA\HPLC2 DATA\FLAVONOIDES ARISTIGUIETIA Archivo creado : 24 Oct 2017 18:20:49

GLUTINOSA LAM\Calib\ESTANDAR QUERCETINA REPETIBILIDAD

DEL SISTEMA_24 Oct. 2017 18_14_48_0291.PRM
Origen : Adquirida, la adquisicion ha comenzado 24 Oct 2017 18:14:48 Fecha de adquisicion : 24 Oct 2017 18:20:49
Proyecto : C:\ClarityVA\HPLC2 DATA\Projects\FLAVONOIDES ARISTIGUIETIA Por : MELISSA FIALLOS

GLUTINOSA LAM.PR]

Informacién de la versién impresa:

Version impresa : 26 Oct 2017 12:15:07, IA: 7.0 Reciente (Calibracién vinculada) Fecha de impresion : 26 Oct 2017 12:26:15
Estilo del informe : C:\ClarityVA\HPLC2 DATA\Common\Chromatogram.sty Por : MELISSA FIALLOS
Archivo de calibracion : C:\ClarityVA\HPLC2 DATA\FLAVONOIDES ARISTIGUIETIA

GLUTINOSA LAM\Calib\STD QUERCETINA.CAL

Informacién de la muestra:

Id. de la muestra : ESTANDAR QUERCETINA REPETIBILIDAD DEL SISTEMA Cantidad [uL] H
Muestra C Cantidad Estandar Int. :0
Volumen de Inyec[pL] i Dilucién i

MétodoSST  : Sinnombre
Descripcién  : VALIDACION DE METODO - MATICO DEL DR. PENA

Creado 126 16~
Oct 2017 12:16:40 Por : MELISSA FIALLOS
Tablas de componentes SST
v - Resultado SST global
Utiliza | Satis Componente Retention
do | facto Nombre Time
rio
1| @ | v | QUERCETINA 4,573
v - Resultado SST para el componente "QUERCETINA", Calculado por : "USP"
Calculado a partir de la media
X | SST} Cromatograma Retention Area Asimetria | Capacidad | Eficiencia
Time [min] [ND.s] [-] [-] [pl.teor.]
Limite inferior 1,000 2000,000
Limite superior 2,000
Limite %RSD 2,00 2,00 2,00 2,00
Nombre 4,497 607,017 1,218 1,405 9123,242
RSD [%] 0,07 0,30 1,46 0,11 1,94
Resultado del parametro v v v v v
E Calib\ESTANDAR QUERCETINA REPETIBILIDAD DEL SISTEMA_24 4,493 606,426 1,207 1,403 8948,496
Oct. 2017 18_14_48 0291
[X] | Calib\ESTANDAR QUERCETINA REPETIBILIDAD DEL SISTEMA_24 4,500 604,756 1,241 1,406 .  9298,469
Oct. 2017 18_51_52_0346
[ | Calib\ESTANDAR QUERCETINA REPETIBILIDAD DEL SISTEMA_24 4,500 607,770 1,207 1,406 | 8975,069
Oct. 2017 18_44_27_0335
m Calib\ESTANDAR QUERCETINA REPETIBILIDAD DEL SISTEMA_24 4,497 605,410 1,241 1,405 9284,699
Oct. 2017 18_37_02_0324
[X] | Calib\ESTANDAR QUERCETINA REPETIBILIDAD DEL SISTEMA_24 4,497 609,692 1,207 1,405 8961,778
Oct. 2017 18_29_38_0313
[X] | Calib\ESTANDAR QUERCETINA REPETIBILIDAD DEL SISTEMA_24 4,493 608,050 1,207 1,403 | 9270,939
Oct. 2017 18_22_13_0302

96- Oct - W I*

= =




Anexo G. Certificado de analisis de la columna cromatogréafica utilizada en el desarrollo y
validacion del método analitico. Laboratorio NEOFARMACO. Ambato, 2018.

The rmo | Certificate of Analysis

Column Number: 16611115
Media Batch Number: 15099
Column Back Pressure (psi): 1261

Part Number:25005-154630
Column Dimensions: 150 x 4.6mm
Material: Hypersil GOLD
Mobile Phase: 60/40 ACN/HOH
Flow Rate: 1.25mL/min
Wavelength: UV @ 254nm

Test Mix: RPS

Sample Volume: 2.5ul

Particie Size (um): 5

Pore Size (A): 175

Column stored in Mobile Phase.

50 P o |
1 T =
2 ! i
,__%_,791 e T S = =
Z &4 g | i
§oogd < f I
§ 30—] | | i :!
g « [rim o] I | z
30 } 51 i il o _
204 “ ! “ :
10 1 |
; i \ '
10
00 0s 10 15 20 25 30 as 40 45 50 55 6.0
Time - Minutes
Component Rt (min) N plates / meter Tailing Factor (5%)
Theophylline 1.36 94450 1.06
p-Nitroaniline 1.91 113733 1.04
Methyl Benzoate 2.67 112472 0.99
Phenetole 3.55 109314 0.96
0-Xylene 4.74 103702 0.94
QC Approval: A;J F:\CPWIN\SBDATA2\10611115.0000.RAW




Anexo H. Certificado de validacién del programa estadistico empleado en el proceso de
validacion del método analitico. Laboratorio NEOFARMACO. Ambato, 2018.

Data Validation Tools | Data Validation Software | Statgraphics i http://www.statgraphics.com/validation

de2

=a statgraphics 18

PRODUCTS  LEARN  TRAINING Q

TECHNICAL
SUPPORT

® Customer Support
Overview

® FAQ's

® Maintenance
Updates

® Download Center

® Validation

® Section 508

Compliance

STORE

Validation

All STATGRAPHICS analyses are validated by comparing the
numerical results to one or more sources, including
textbooks, journal articles, government benchmarks, hand
calculations, and output from other well-established
statistical programs. Recognizing that many companies that
deal with regulatory agencies such as the FDA are required
to use data validation software, we will provide registered
users with information and data validation tools to help

facilitate that process.
Calculations

The PDF files provided with each statistical procedure
outline the important calculations performed in that
procedure. They also work through an example involving a
typical set of data. Sample files containing the data used in
each procedure and an associated Statfolio are installed in
the "data" folder of the directory containing the

Statgraphics executable.

Software Quality Control and Data Validation Tools

I

Each release of STATGRAPHICS is subjected to rigorous
tests before release to the public, both to ensure that it
functions properly and to validate the numerical results. A

document describing in detail the procedures employed to

1SM0TAMA



Anexo |. Evidencia fotogréafica del desarrollo y validacion del método analitico para la
determinacién del marcador fitoquimico en el producto MATICO DEL DR. PENA®
Tabletas. Laboratorio NEOFARMACO. Ambato, 2018.

Fotografia 1. Equipo UPLC y HPLC con detector Uv.

Fotografia 2. MATICO Del Dr. Pefia® Extracto y Tabletas.



Fotografia 3. Preparacion de las muestras.

Fotografia 4. Cromatografia en capa fina (Estdndar quercetina vs. muestra)

Fotografia 5. Activacion de la columna cromatogréfica



.

Fotografia 8. Acondicionamiento y lectura de la muestras.



