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VI. Abreviaturas.

Tabla 1. Recopilacion de abreviaturas utilizadas en el Trabajo Final de Graduacion'y

sus significados.

ABREVIATURA SIGNIFICADO
CBD Cannabidiol
FDA Food and Drug Administration (Administracion de alimentos y medicamentos)
HPLC High-Performance Liquid Chromatography (Cromatografia liquida de Alta
Resolucion)
IR Infrarrojo
MINSA Ministerio de Salud de Costa Rica
NLT Not les than (no menos que)
NMT Not more than (no mas que)
SOP Standard Operating Procedure (Procedimientos Operativos estandar)
THC Tetrahidrocannabinol
TFG Trabajo Final de Graduacién
UNODC United Nations Office on Drugs and Crime (Oficina de las Naciones Unidas contra la
Droga y el Delito)
UV-Vis Ultravioleta- Visible

Fuente: Elaboracién propia.
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1.1.  Introduccion.

Cannabis sativa es una planta que en los ultimos afios ha tomado un papel
protagonista en estudios clinicos y procesos de investigacion y desarrollo de nuevos
productos farmacéuticos por su extracto natural. Dicho extracto contiene mas de 80
metabolitos secundarios, conocidos como cannabinoides, donde las sustancias bioactivas con

mayor concentracion son el CBD y THC,

Por un lado, el tetrahidrocannabinol, conocido por su abreviatura THC, es el
componente del extracto de Cannabis que tiene actividad psicética y, por otro lado, el CBD
(cannabidiol) es el metabolito secundario que se ha estado estudiando en los ultimos afios
por su actividad terapéutica, ya que, segun diversos estudios, tiene actividad analgésica,

antinflamatoria, anticonvulsiva, entre otros?.

Esta creciente investigacion anteriormente comentada ha producido un aumento en el
interés de las casas industriales farmacéuticas en el estudio y utilizacion de CBD como
principio activo de un posible medicamento viable, pero, en la actualidad, solamente se
encuentra en el mercado mundial un medicamento, conocido como Epidiolex®#. Dicho
producto es el tnico farmaco con CBD aprobado por la FDA, como farmaco huérfano, pues
los medicamentos que tengan como principio activo el CBD no se estan registrando bajo la

regulacion de la FDA por cuestiones regulatorias®*.

El Epidiolex es un farmaco de Cannabidiol que fue fabricado por GW
Pharmaceuticals, que estd indicado para el tratamiento de convulsiones relacionadas con
epilepsias por sindrome de Lennox-Gastaut y Sindrome de Dravet. Dicho medicamento fue
finalmente aprobado por la FDA en el 2018 y es el primer producto farmacoldgico en el

mercado y Unico, por el momento, que contiene CBD como principio activo®*,

Por lo consiguiente, los productos que actualmente estan en el mercado que tienen
CBD, son productos que se registran bajo el nombre de cosméticos o suplementos

alimenticios ya que, como medicamento, no se pueden registrar por un vacio en cuanto a
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regulaciones politicas y especificaciones en estudios clinicos que aln se tienen que
desarrollar y validar®. Por lo mismo, la FDA aprobé por ahora el Epidiolex ya que, segin

Gottlieb, comisionado de dicho ente regulatorio:

Esta aprobacion es un recordatorio de que el impulsar programas de desarrollo
sensatos que evaltan correctamente los ingredientes activos en la marihuana puede
Ilevar a descubrir tratamientos médicos importantes. La FDA esta comprometida con
este tipo de investigacion cientifica y desarrollo de medicamentos de manera rigurosa
[...]. Ensayos clinicos controlados para evaluar la seguridad y la eficacia de un
medicamento, junto con una revision detenida mediante el proceso de aprobacion de
medicamentos de la FDA, es la manera méas adecuada para desarrollar tratamientos

derivados de la marihuana para los pacientes [...]*.

Por otro lado, en Costa Rica, el Ministerio de Salud, ente regulatorio cuando a
medicamentos se refiere, funciona de la misma manera que la FDA en el proceso de registro
de productos con CBD, basandose meramente en cosméticos y suplementos alimenticios, por
el momento®. Ademas de esto, las personas interesadas en la utilizacion de CBD en sus
productos requieren una ‘“‘autorizacion previa mediante la obtencion del respectivo titulo

habilitante otorgado por la autoridad competente, de conformidad con la ley”°.

Ahora bien, al tener una idea de la importancia de la legislacion del CBD; la
formulacién, manufactura y control de calidad de un producto, especificamente un farmaco,
requiere de un procedimiento o metodologia para que todo el proceso del producto sea
elaborado de forma eficiente, ordenado y simplificado. La metodologia analitica en la
industria farmacéutica busca dar con un procedimiento que mantenga y procure la calidad de

los farmacos desde su manufactura, hasta su liberacién al mercado®.

En caso de materias primas, principalmente las que tengan alguna bioactividad, deben
de tener una metodologia de identificacion y cuantificacion, en el caso de la identificacion

meramente para corroborar que la materia prima sea la etiquetada en el producto y evidenciar
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que el producto tiene o no impurezas y, por otro lado, la cuantificacion, para corroborar que
la materia prima tenga el porcentaje de pureza etiquetado en el producto.

Dichos métodos analiticos deben de pasar por un proceso de validacion, el cual se
entiende como un procedimiento que establece pruebas “documentales que demuestran
cientificamente que un método de analisis tiene las caracteristicas de desempefio que son
adecuadas para cumplir los requerimientos de las aplicaciones analiticas pretendidas” ®. De
forma resumida, respaldar que la metodologia sea exacta, precisa, especifica, lineal, tenga un
intervalo, limite de cuantificacion y limite de deteccion, para que, sin importar quien esté en

control del proceso, los resultados sean veridicos®.

Por ende, teniendo en cuenta el crecimiento del impacto del CBD en la medicina
moderna y que la formulacion de productos farmacéuticos, cosméticos y suplementos
alimenticios requieren una metodologia de andlisis validada, en el siguiente trabajo de
investigacion, se pretende desarrollar un método de cuantificacion de CBD e identificacion
de THC en la materia prima de CBD, y su debida validacion, para su utilizacién en productos
fabricados por Laboratorios Zepol S.A, basandose en los SOP’s internos, libros oficiales y

regulaciones internacionales de la industria farmacéutica.

1.2.  Justificacion.

La naturaleza del presente trabajo de investigacion gira en torno a la elaboracién de
una metodologia analitica de identificacion de THC en CBD materia prima, para evidenciar
la presencia 0 no de este metabolito secundario en el producto, ya que segln regulacion
internacional debe de estar en un porcentaje igual o menor al 0.3% (FDA) y en el caso de
Costa Rica, en un porcentaje menor al 1%?°. Por otro lado, el desarrollo de una metodologia
analitica de cuantificacion de CBD en CBD materia prima, para corroborar que el producto

tiene la pureza necesaria para su uso farmacéutico y cosmetico.

Por consiguiente, al desarrollar las metodologias de cuantificacion e identificacion,
se realizara la validacion de ambos métodos, para asi verificar que ambos métodos analiticos

son viables y los resultados seran veridicos y confiables segun el Reglamento Técnico
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Centroamericano “RTCA 11.03.39:06 Productos Farmacéuticos. Reglamento de Validacion
de Métodos Analiticos para la Evaluacion de la Calidad de los Medicamentos” ®.

Dicha investigacion es de importancia ya que beneficiara a ambas partes; tanto para
el interno de la carrera de farmacia como para Laboratorios Zepol S.A. Para el interno, pues
sera de gran importancia en su experiencia estudiantil ser parte de uno de los tantos procesos
en la elaboracién de un nuevo producto innovador farmacéutico y poner en préctica todo lo
aprendido a lo largo de la carrera de Farmacia y, -por otro lado, para la empresa, ya que se
beneficiard de una ayuda de un pasante en un proceso riguroso en el andlisis de una de las
materias primas que se utilizaran en la produccion de nuevos productos innovadores que se

estan planeando y adelantando, para su futuro registro sanitario.

Laboratorios Zepol S.A. es una industria farmacéutica costarricense ubicada en
Cipreses de Curridabat, San Jose, con alta presencia en la region centroamericana, Caribe y
parte de los Estados Unidos. A lo largo de sus 73 afios, desde su fundacion, sigue la mision
de ser gente disfrutando vida, que desarrollan productos que ayuden a los consumidores a
disfrutarla de la misma manera. Ademas, su vision es ser una empresa R.I1.C.A: rentable,
innovadora, competitiva y atractiva. Es una empresa nacional de alto renombre que cuenta
con certificaciones de Esencial Costa Rica, la FDA, 1SO 9001, 1SO 14001, entre otros’.

Por ultimo, la finalidad del trabajo de investigacién y su propdsito inicial es el
desarrollo de la metodologia de andlisis de cuantificacion e identificacion de la materia prima
de CBD a utilizar en productos de Laboratorios Zepol S.A durante el segundo semestre del
2023, basandose en SOP’s internos y regulaciones regionales-internaciones, para asi

evidenciar que los productos seran de alta calidad y seguros para su consumo.

1.3.  Objetivos

1.3.1. Objetivo General.

Desarrollar un método analitico de cuantificacion de CBD e identificacion de THC
en CBD materia prima para su utilizacion en productos fabricados por Laboratorios Zepol

S.A en el segundo Semestre del 2023.



16

1.3.2. Objetivos especificos.

1.3.2.1.  Desarrollar un método analitico de cuantificacion de CBD en CBD
materia prima, para su utilizacién en productos fabricados por Laboratorios Zepol
S.A, basandose en SOP’s internos, libros oficiales y regulaciones internacionales

de la industria farmacéutica.

1.3.2.2.  Desarrollar un método de identificacion de THC en CBD materia
prima, para su utilizacion en productos fabricados por Laboratorios Zepol S.A,
basadndose en SOP’s internos, libros oficiales y regulaciones internacionales de la

industria farmacéutica.

1.3.2.3.  Validar el método analitico de cuantificacion de CBD e identificacion
de THC en CBD materia prima, para su utilizacion en productos fabricados por
Laboratorios Zepol S.A, basandose en SOP’s internos, libros oficiales y

regulaciones internacionales de la industria farmacéutica.



CAPITULO Il - MARCO REFERENCIAL
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2.1 Formulacion de productos

La formulacion de productos se basa en la mezcla con sentido de distintas sustancias
para dar finalmente en un producto deseado. Hablandose en farmacia, la formulacion es la
forma mediante la cual se inicia la elaboracion de medicamentos, con la mezcla, con
proposito conocido, de distintos componentes naturales para proporcionar un beneficio
orgénico al hombre. Actualmente, la formulacion se industrializd y ahora es parte
fundamental en la farmacia industrial, la cual se entiende como el estudio y disefio de una
mezcla compatible de excipientes y principios activos para dar finalmente con un

medicamento®.

2.1.1. Excipientes.

Los excipientes son sustancias que son parte de la formula cualitativa y cuantitativa
de un producto farmacéutico y que se encargan de darle cuerpo, durabilidad, estabilidad,
sabor, olor, entre otras caracteristicas, al producto final, sin producir un efecto terapéutico.
Practicamente las propiedades de biodisponibilidad y estabilidad con el pasar el tiempo de
un medicamento radica en una correcta eleccion de excipientes, basandose en
incompatibilidades entre los mismos y en una debida proporcion a utilizar®. Por lo anterior,
el analisis de las materias primas involucradas en la férmula de un producto es indispensable

para respaldar la eficacia y calidad de este.

2.1.2. Principio activo

A diferencia de los excipientes que son sustancias que dan cualidades no bioactivas
a la formulacién farmacéutica, los principios activos son las sustancias que tienen un efecto
terapéutico mediante un mecanismo de accion especifico en el cuerpo. Es la materia prima
mas importante, ya que es la que da la cualidad de alivio, curacién, diagndstico o mejora al
paciente, claro esta, en una dosificacion adecuada®. Al igual que en los excipientes, el analisis
de la materia prima a utilizar como principio activo es vital para corroborar que el producto

final sea seguro, eficaz y de alta calidad para el cliente.
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2.2. Método analitico

El método analitico es empleado en distintas etapas de la elaboracién de un producto
farmacéutico, desde su disefio y desarrollo, hasta su liberacion al mercado®. Se entiende
como un procedimiento para evaluar distintas caracteristicas de un producto final o bien,
distintas materias primas utilizadas en su manufactura. Estas caracteristicas suelen ser
propiedades criticas en la eficacia y calidad de un producto, como las propiedades

fisicoquimicas, microbioldgicas, y organolépticas'®.

En la formulacion de un producto se requiere de la ejecucion de un método analitico
validado, por ejemplo, las materias primas antes de ser usadas se deben de analizar para que
se cuantifique la potencia de esta, visualizar la presencia de particulas extrafias, humedad,
impurezas 0 contaminantes, entre otros. Por otro lado, un producto final requiere de un
método analitico de control de calidad validado para corroborar que el lote producido cumple

con las especificaciones fisicas, quimicas, organolépticas, entre otras.

2.2.1. Cuantificaciéon de sustancias

La cuantificacion de una sustancia, en este caso, excipientes y principios activos de
un producto farmacéutico, se basa en la determinacion de la concentracién de un compuesto
quimico en una disolucion a partir de una técnica analitica’®. La técnica analitica para utilizar
dependera del método analitico validado a ejecutar y las herramientas que el laboratorio
farmacéutico tenga a disposicién. Dos de las técnicas analiticas mas utilizadas para
cuantificacion e identificacion de un compuesto son la espectrofotometria y la Cromatografia

Liquida de Alta Resolucion®®.
2.2.1.1. Cromatografia Liquida de Alta Resolucion.
La Cromatografia Liquida de Alta Resolucion, o también conocida como HPLC por

sus siglas en inglés, es una técnica analitica de separacion de componentes de una mezcla

homogénea a partir de una migracion diferencial en un sistema compuesto por la fase movil
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y la fase estacionaria® 1!, La fase mavil consta de un liquido que viaja a través de la fase
estacionaria y va transportando la muestra. La fase estacionaria es una fase fija donde la
muestra fluye ya va reteniendo las sustancias que son afines a la misma, donde las particulas
que se retienen mas son compuestos afines a la fase estacionaria y las que no se retienen, son
afines a la fase movil.

Por ejemplo, un HPLC de fase inversa consiste en una fase movil polar y una fase
movil apolar donde las sustancias polares tienen un tiempo de retencion menor y las
sustancias no polares, tendran un tiempo de retencion mayor'® 1, Al final del recorrido de la
fase movil hay un detector, usualmente un espectrofotometro, que brindara una sefial en la
computadora, conocido como pico cromatografico. A partir de un pico de una muestra, se
logra sacar el area de este y si se compara con un area de un estandar con concentracion

conocida, se logra cuantificar la concentracion de la muestral® 2,

2.2.1.2. Espectrofotometria

La espectrofotometria es una técnica analitica utilizada para medir cuanta luz absorbe
un compuesto quimico®2. Su fundamento se basa en que las moléculas tienen la capacidad de
absorber radiaciones, entre ellas, las radiaciones dentro del espectro UV-vis, IR, entre otros.
la absorbancia, la cual se entiende como la cantidad de luz absorbida por una solucion, es
directamente proporcional a la concentracion de la misma disolucién, basandose en la Ley
de Lambert- Beer 2,

Usando una longitud de onda donde una sustancia “X” tenga una absorbancia
adecuada (determinado por un barrido de longitudes de onda) y teniendo en cuenta la
absorbancia de una solucién estandar de referencia con concentracion conocida, se puede
cuantificar la concentracion de dicha sustancia “X”, utilizando una linealidad de distintos

datos de concentracion y Absorbancia de alicuotas del estandar.

2.2.2. ldentificacion de sustancias

La identificacion de una sustancia es el reconocimiento de la existencia de una

sustancia quimica en una mezcla dada, utilizando alguna técnica analitica. En los laboratorios
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de control de calidad, se suelen seguir métodos analiticos de identificacion de sustancias

utilizando técnicas como la espectrofotometria infrarroja 'y el HPLC.

En la espectrofotometria IR lo que ocurre es una interaccion de absorcion, emision o
reflexion de la radiacion infrarroja en las moléculas'® 3, Estos cambios son detectados y
visualizados en una computadora como un espectro representado en un grafico. Al analizar
el espectro, tomando en cuenta los espectros especificos de los grupos funcionales
involucrados, se pueden comparar y dar con una idea de la estructura quimica de la
sustancial® %3,

Por otro lado, la técnica de HPLC, la cual utiliza Laboratorios Zepol S.A, sigue la
idea de la comparacién del tiempo de retencion de la muestra con el tiempo de retencién de
la solucidn estandar, siempre y cuando los tiempos de retencion de los componentes de la
mezcla no sean muy cercanos, pues podria ocasionar una interferencia en los picos de la
cromatografial® 14, Siguiendo esto, se podria decir que si un componente de una mezcla tiene
un pico a un tiempo de retencion “X”, y el estandar tiene un pico en ese mismo tiempo de

retencion, son el mismo compuesto® 14,

2.3. Validacion de métodos analiticos

La validacion de un método analitico se refiere al proceso mediante el cual se
establece, a través de estudios de laboratorio, que el rendimiento de la metodologia cumple
con los requisitos para las aplicaciones analiticas previstas®. Las caracteristicas para evaluar

van a depender del tipo de método analitico a utilizar, donde dichas caracteristicas son:

2.3.1. Exactitud.

La exactitud se entiende e interpreta como la cercania de los resultados obtenidos de
la prueba al valor real estandar®®. Dicha exactitud se debe de determinar a través de su rango

de aplicacion.
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2.3.2. Precision

Se refiere al grado de concordancia entre los resultados obtenidos de las pruebas
individuales cuando el método es aplicado de forma repetitiva®. Un ejemplo seria en el caso

de métodos analiticos donde se daba de analizar varias muestras o réplicas.

2.3.3. Especificidad

Se trata de la capacidad que tiene un método analitico para evaluar inequivocamente
el analito en presencia de componentes que se esperan que se estén presentes®®. Por ejemplo,
cuando se desea cuantificar o identificar un principio activo en una muestra que contiene

también distintos excipientes.

2.3.4. Limite de deteccidn

Es la caracteristica en un proceso de validacion que se refiere a la cantidad minima

de analito que se puede detectar, pero no necesariamente cuantificar®,

2.3.5. Limite de cuantificacion.

Se entiende como la cantidad o concentracion minima necesaria de analito para poder

cuantificarse con una exactitud y precision aceptable?®.

2.3.6. Linealidad.

Capacidad de un método analitico de generar resultados directamente proporcionales
a la concentracion del analito, utilizando muestras dentro del rango aceptable del método™®.

Es comun visualizar esta caracteristica en métodos de cuantificacion de alguna sustancia.

2.3.7. Rango.

El rango o intervalo se define como el espacio entre los niveles superior e inferior del

analito que producen una precision, exactitud y linealidad adecuadas®. Por ejemplo, los
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métodos de cuantificacion basados en espectrofotometria UV-Vis suelen tener un rango
establecido de concentracion de muestra para poder cumplir con la linealidad y no obtener

resultados no deseados.

2.3.8. Robustez.

Es una medida de la capacidad del método de no sufrir variaciones o interferencias

por causas pequefias, pero deliberadas en los parametros del procedimiento®,

2.4. Reglamento Técnico Centroamericano RTCA 11.03.39:06 Productos
Farmacéuticos. Reglamento de Validacion de Métodos Analiticos para la

Evaluacion de la Calidad de los Medicamentos.

Dicho Reglamento Técnico Centroamericano tiene como objetivo el establecer las
directrices para validar métodos analiticos fisicoquimicos y microbioldgicos en el control de
calidad de medicamentos®. Dichas directrices deben ser aplicadas a todos los métodos de
analisis no oficiales y oficiales utilizados para el control de calidad de medicamentos con el
objetivo de cumplir las normativas vigentes de buenas practicas de laboratorio y buenas

précticas de manufactura®.

En el punto numero 4 de dicho reglamento, se enlistan las categorias de los métodos
que deben de validarse donde, en lo que compete el presente trabajo, la cuantificacion de
alguna sustancia entra en la categoria | y la identificacion de un compuesto se clasifica en la

categoria I\V®.

2.4.1. Validacion de un método analitico de cuantificacion.

Como se expreso anteriormente, los métodos analiticos de cuantificacion de
sustancias se engloban, segtin el RTCA, en la categoria I°. En la tabla 1 de dicho reglamento
se evidencian que parametros de desempefio requieren estos métodos analiticos para lograr
ser validados, donde, en el caso de la cuantificacion, requieren exactitud, precision,

especificidad, linealidad e intervalo®.
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Tabla 2. Parametros de desempefio de los procedimientos analiticos fisicoquimicos y

potencia microbiologica.

Categoria de Categoria | Categoria Il Categoria Ill | Categoria IV
prueba
Pardmetro de | Principios activos | Prueba limite | Prueba limite | Fisicoquimico [ Identificacion
desempefio Cuantificacion cuantitativa cualitativa de desempefio
Exactitud Si Si * * NO
Precision Si Si NO Si NO
Especificidad Si Si Si NO Si
Limite de NO NO Si * NO
deteccion
Limite de NO Si NO * NO
cuantificacion
Linealidad Si Si NO * NO
Intervalo Si Si * * NO

* Puede requerirse dependiendo de la naturaleza del ensayo

Fuente: Elaboracion propia basado en el Reglamento Técnico Centroamericano RTCA

11.03.39:06 Productos Farmacéuticos. Reglamento de Validacion de Métodos Analiticos

para la Evaluacion de la Calidad de los Medicamentos®.
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2.4.2. Validacion de un método analitico de identificacion.

Ahora bien, los métodos de identificacion requieren, segun la tabla 1 del RTCA de
validacion de métodos analiticos, cumplir solamente con el parametro de desempefio llamado

especificidad (ver tabla 2)°.

2.5. Cannabis sativa L.

La planta Cannabis sativa L es una de las plantas cultivadas mas antiguas del mundo,
recopilando informacion sobre su cosecha y cultivo desde hace 5000-6000 afios'® .
Inicialmente su uso se enfocaba meramente por su uso textil en el imperio egipcio y en Asia
occidental, pero, con el pasar de los afios, su exportacion aumento llegando a ser cultivado
en el continente americano por ahi de los afios 160051, Seguidamente, se evidencié en
Oriente medio y Asia su uso medicinal en el siglo XIX, utilizado para el tratamiento del

dolor, glaucoma, nauseas, depresion y neuralgias'® 7.

2.5.1 Cannabidiol

El cannabidiol y su forma acida (&cido canabidiolico) son los metabolitos no
psicotropicos en mayor proporcion en la fibra de C. satival®. Fue una de las primeras
sustancias bioactivas que se logro aislar y purificar de dicha especie en los primeros afios de
la década de los 40%. Pero, no fue hasta la década de los 80 que por estudios clinicos se
evidencid la presencia en el cuerpo humano de un sistema de receptores de
endocannabinoides (sustancias derivadas del acido araquidonico) en el sistema nervioso
central y periférico y, por tanto, se da la bioactividad de los distintos fitocannabinoides en el

organismo'’.

Por dicha razén, en los Gltimos afios se incentivd la investigacion clinica en la
utilizacion de Cannabidiol, ya que produce un efecto positivo en el organismo, sin tener un
efecto adverso psicoticol’. Por ejemplo, se ha logrado especificar el mecanismo de accion
del CBD para tratar la epilepsia, la cual se basa en la interaccion de dicho metabolito con

canales de Ca®*, receptores de serotonina, GABA, FAAH, entre otros'®,
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Por otro lado, su mecanismo de accion para el tratamiento del dolor severo depende
de la ruta de administracion. A pesar de no ser tan conocido su mecanismo de accién
completo, se sabe que el CBD se comporta como un antagonista no competitivo de receptores
CB:1y CB:2 del sistema nervioso central, particularmente en el cerebro medio y médula

espinal, regiones involucradas en la percepcion y comunicacion de la sensacion del dolor®®.

Figura 1. Estructura quimica del CBD (Cannabidiol), metabolito secundario de

Cannabis Sativa L.

Fuente: Tomado de la referencia.

2.5.2. Tetrahidrocannabinol

En si se habla de tetrahidrocanabinol, pero realmente los extractos de Cannabis sativa
cuentan con una mezcla de THC con distintos estereoisomeros de la estructura quimica
base®. A diferencia del Cannabidiol, el THC se logrd aislar y purificar hasta los Gltimos afios
de la década de los 60°.

La bioactividad del THC depende de la dosificacion y la personalidad vy
comportamiento individual, pero, en términos generales, su interaccion con los receptores
CB4, principalmente, produce ansiedad, euforia, relajacion, alucinaciones, alteracion de la
percepcion de los sentidos, alteracion de la percepcion del correr del tiempo, entre otros??.
Se considera que, para dar con estos efectos psicéticos, no se requiere una dosis equivalente

a la de CBD, con dosis menores se ven marcados?..
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El tetrahidrocanabinol tiene un espectro de bioactividad muy amplio que solamente
se ha relacionado con su efecto psicotico, pero, el THC no es dafiino del todo,
terapéuticamente hablando, ya que muchos estudios preclinicos en animales han evidenciado
que la utilizacién de THC en microdosis promueve la neuroproteccion y funcionamiento

neuronal®.

Figura 2. Estructura quimica del THC (Tetrahidrocanabinol), metabolito secundario

de Cannabis Sativa L.

Fuente: Tomado de la referencia?.
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3. Marco Metodoldgico

En este apartado, se describe la estrategia utilizada para desarrollar el problema durante
todo el proceso del internado, de acuerdo con los objetivos propuestos en el Capitulo I. Por
lo anterior, se desea plantear el enfoque y técnicas a implementar de acuerdo con las técnicas
metodoldgicas que se consideran apropiadas para la naturaleza de esta investigacion, segun
referencias brindadas por la universidad para la confeccion de la ruta metodoldgica. Esto
tomando en cuenta que el trabajo envuelve la elaboracién y validacion de dos métodos

analiticos para su uso en Laboratorios Zepol S.A.

3.1. Especificacion operacional de las actividades a realizar

Laboratorios Zepol es una industria farmacéutica y cosmética que se dedica a la
produccién, manufactura de productos de empresas externas y exportacion de sus productos
a lo largo de Centroamérica y Norteamérica; en el cual se esta brindando apoyo en tareas

cotidianas a los departamentos de servicios técnicos e investigacion y desarrollo.

Sumado a lo anterior, en la presente etapa de internado, se desarrollara un método
analitico de cuantificaciéon de CBD e identificacion de THC en CBD materia prima y su
respectiva validacién. Esto con el fin de dejar una metodologia de anélisis de CBD materia
prima validada para respaldar la utilizacion de CBD de alta calidad y pureza y que la empresa
pueda manufacturar productos que contengan cannabidiol en un futuro a mediano plazo. Para
lograr solventar el problema anteriormente detallado, se cuenta con la asesoria continua del
tutor Ronald Martinez Dormond, coordinador de Servicios Técnicos y Asdrubal Ruiz

Rodriguez, jefe del departamento de Control de Calidad.

Tabla 3. Descripcion de las actividades realizadas en el desarrollo del Trabajo Final

de Graduacidn, segun el rol de cada participante

Participante Actividades

- Encargado de la aprobacion del método
analitico desarrollado, protocolo de
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Director Técnico

validacion del método analitico, plan de
ejecucion de la validacion y el reporte de

este.

Tutor profesional y coordinador de Servicios

Técnicos

Encargado de evaluar el rendimiento del
interno universitario a lo largo de la
estancia de este en la empresa.

Es uno de los revisores del método
analitico y el protocolo de validacion del
método analitico.

Encargado de la revision,
recomendacion y retroalimentacion de
los avances elaborados por el estudiante,

antes de enviar este a la universidad.

Jefe de Control de Calidad

Encargado en el asesoramiento al
interno universitario en el proceso de la
elaboracion del método analitico y
protocolo de validacion.

Es uno de los revisores del método
analitico y el protocolo de validacién del

método analitico.

Asesor de compras

Cotizar los estandares primarios de
compuestos quimicos a utilizar en el
proceso de la elaboracién del método

analitico como su respectiva validacion.

Universidad

Encargado de brindar asesoramientos,
recomendaciones y retroalimentaciones
al interno universitario con respecto al
desarrollo del TFG.

Interno Universitario

Involucrado directo en la confeccion del
TFG
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Planifica las actividades a realizar
referentes al TFG en el cronograma.
Responsable del estudio de
reglamentacion regional, internacional e
interna que es necesaria para la
elaboracion del TFG.

Elabora el método analitico de CBD y
THC.

Encargado de desarrollar el protocolo de
validacion de métodos analiticos, su
ejecucioén y reporte de resultados.
Entregar los avances requeridos del TFG
en las fechas establecidas por la
Universidad.

Tras recibir alguna retroalimentacion
por parte del tutor, jefe de control de
calidad o comité de la universidad
encargado del TFG, se responsabiliza a

corregir el trabajo.

Fuente: Elaboracién propia

3.2. Métodos y técnicas por utilizar.

3.2.1. Tipo de estudio

3.2.1.1. Segun el propésito.

El presente trabajo final de graduacion se clasifica en un proyecto de tipo

investigacion institucional, ya que se pretende responder y solucionar una necesidad o

problema presente en una institucion®. Esto porque Laboratorios Zepol S.A requiere la

elaboracion de un método analitico que logre cuantificar CBD e identificar el THC, minimo
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establecido por ley, en CBD materia prima para poder manufacturar en un futuro a mediano

plazo, nuevos productos con CBD en su formulacion.

Solucionando esta necesidad de la empresa, se requiere elaborar un método analitico
para poder ser aplicado en el laboratorio de control de calidad en anélisis de toda materia
prima de CBD que ingresa a Laboratorios Zepol S.A. Al tener ya el método analitico
planteado, se requiere de su respectiva validacion para asi evidenciar que dicho método es
reproducible y eficaz, segun los lineamientos del RTCA de validacion de método analiticos®.

Inicialmente, se desarrolla un método analitico con respecto al CBD materia primay
los equipos y materiales disponibles en el laboratorio de control de calidad de la empresa,

indicando todo lo necesario, calculos a aplicar, documentacidn necesaria, entre otros.

Al tener un método analitico pensado, se va desarrollando el protocolo de validacién
del método analitico, basdndose en la metodologia primeramente planteada. Mientras se
redacta lo anteriormente comentado, se ird cotizando los estandares primarios a utilizar al
aplicar el plan de ejecucion del protocolo, todo esto en un trabajo conjunto con la asistente
de compras. Posteriormente, luego de haberse revisado y aprobado el protocolo de validacion
y tener los estandares primarios a utilizar en la empresa, se procedera en el desarrollo del

plan de ejecucion del protocolo.

Finalmente, tras haber concluido el plan de ejecucién y ser revisado y aprobado, se
procede a redactar el reporte de resultados del proceso concluyendo si la validacion cumple
0 no con todos los criterios de aceptacion necesarios para evidenciar que el método analitico
planteado esta validado. Todo lo anterior se tomara en cuenta en la redaccién del Capitulo

IV del presente Trabajo Final de Graduacion.
3.2.1.2. Segun el método de investigacion.
Tomando en cuenta el método a realizar, el presente trabajo se podria clasificar como

un meétodo inductivo, pues se arranca de una premisa individual, conocimientos y datos

recopilados para dar con una conclusion general al problema®*. En este caso, se toma en
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cuenta la manipulacion de datos experimentales para concluir con una cuantificacion e

identificacion de las sustancias estudiadas y evidenciar la validacion de dicho método.

3.2.1.3. Segun técnicas de investigacion.

Para este apartado, se debe de describir el presente trabajo como una investigacion
conjunta, ya que se estudia tanto informacion cualitativa como cuantitativa®*. En el caso de
informacidn cualitativa, toda aquella informacion tedrica necesaria para el entendimiento del
trabajo a realizar y todo lo que este engloba, y la informacién cuantitativa, que en este caso
son los datos experimentales obtenidos tanto en la aplicacion del método analitico planteado,
como en cada uno de los datos necesarios para evidenciar que el plan de ejecucion cumple

con todas las especificaciones de todas las pruebas a evaluar en el proceso de validacion.

3.2.1.4. Segun el lugar de la investigacion

Al ser un trabajo relacionado con control de calidad de materias primas, se considera
oportuno catalogar el presente proyecto como una investigacion de laboratorio, ya que, se
sabe que se debe de ejecutar tanto el método analitico como su respectiva validacion en
condiciones prestablecidas y en una instalacion netamente para la ejecucién de procesos de
control de calidad®*. Importante recalcar la importancia en este tipo de investigacion con
respecto al cumplimiento adecuado del procedimiento de la metodologia y el buen uso de los

instrumentos necesarios?.

3.2.1.5. Segun la relacion al tiempo

En este caso, el presente trabajo se clasificaria como un estudio prospectivo ya que
involucra informacion de datos experimentales segin va progresando la elaboracion del
método analitico y la validacion de este?. En si, se podria decir que todo el trabajo apunta
hacia el futuro, pues es un método analitico nuevo de la empresa, con una materia prima

nueva por incluir para la formulacion de nuevos productos.
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3.2.1.6. Segun la secuencia del estudio

Tomando en cuenta que el trabajo gira en torno a la elaboracion de un método
analitico de cuantificacién de CBD e identificacion de THC en materia prima de CBD, se
podria afirmar que la secuencia del estudio es transversal, ya que se analiza las distintas
variables (relacionadas a cada sustancia quimica) en un tiempo determinado?*, en este caso
en el momento de la aplicacion del método y la ejecucion de todas las pruebas a cumplir para

poder validar dicho método.

3.2.1.7 Segun la relacién con el problema

Con respecto a la relacion con el problema, el presente trabajo es un estudio analitico
ya que se desea dar respuesta al problema a partir de evidencia cientifica y matematica. En
este caso, se desea dar con un método analitico aplicable con los resultados obtenidos del
procedimiento de este y que dicho método sea validado a partir del cumplimiento de los

criterios de aceptacion del protocolo de validacion.

3.2.2 Criterios para la seleccion del tipo de estudio

Los tipos de estudio segun propdsito, método de investigacion, técnicas de
investigacion, lugar de la investigacion, relacion con el tiempo, secuencia del estudio y
relacion con el problema se eligieron basandose en la naturaleza del problema a solventar

durante los seis meses que se mantendra en Laboratorios Zepol S.A en el presente internado.

Lo anterior recalca que el presente trabajo se considera una investigacion institucional
con un método inductivo, conjunto, prospectivo, transversal y analitico ejecutado en el
Laboratorio de Control de Calidad de la empresa. Esto se delimita de la manera dicha
anteriormente por el tipo de muestra a utilizar, tipo de muestreo, tiempo necesario para la

ejecucion del trabajo y los recursos a utilizar a lo largo del periodo de internado.
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Figura 3. Diagrama de flujo representativo del método a utilizar
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J

Fuente: Elaboracion propia

3.2.3 Tipo de muestreo

En el caso del presente trabajo, el muestreo se va a basar en la recoleccion de distintas
muestras de materia prima de CBD de la materia prima del almacén de Laboratorios Zepol,
para asi ser utilizado en la elaboracion del método analitico y las pruebas a ejecutar para la
validacidn de este. Por lo tanto, se considera oportuno clasificar el tipo de muestreo como un
muestreo probabilistico ya que se desea obtener muestras representativas entre si, para asi
evidenciar la reproducibilidad del método analitico?*. Para fines de este proyecto, se tomaran
muestras de CBD materia prima siguiendo un muestreo aleatorio simple tanto para la

elaboracion del método analitico, como para la validacién de este.

3.2.3.1. Instrumentos para la recolecciéon de datos

Como este trabajo de investigacion tiene un método de investigacion conjunta, toda
informacién cualitativa es recopilada gracias a una observacion documental, ya que se
respalda toda la informacidn redactada con fuentes bibliograficas fundamentadas, como por
ejemplo articulos, libros, entre otros?*. Para esto, se buscaron referencias primarias y
secundarias con no mas de cinco afios desde su fecha de publicacion, utilizando distintas
bases de datos online, como por ejemplo SciFinder, ScienceDirect y Google scholar. Aparte
a lo anterior, se utilizaron sitios web de informacion juridica nacional y de entidades

internacionales para respaldar reglamentaciones vigentes hoy en dia.
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Por otro lado, la informacion cuantitativa, lldmense datos experimentales, se

obtuvieron en el Laboratorio de control de calidad al utilizar equipos de medicion como por

ejemplo balanza analitica, micropipetas, HPLC, entre otros. Todo lo anterior recalcando que

se toma el rol de observador participante de todo el proceso y que el objeto final a analizar

es la relacion de la concentracion de las muestras y el estandar con la sefial dada por el

detector del HPLC.

3.3. Calendario de actividades para el Trabajo Final de Graduacion

La siguiente tabla describe las actividades realizadas durante los seis meses de

internado en Laboratorios Zepol S.A. y cdémo fueron repartidas dichas actividades

semanalmente.

Tabla 4. Cronograma de actividades para el desarrollo del proyecto en el periodo del

internado.

NO

Actividad

Meses del Blogue 11

Julio Agosto Setiembre Octubre Noviembre

Diciembre

213|412 |3|4]1]2|3|4 |1]|2[3]4]|1 [2]|3]|4

1

2

3

4

Capacitaciones referentes al
ingreso a la empresa vy
capacitaciones especificas con
respecto al area de control de
calidad y servicios técnicos

Capacitaciéon con  distintos
SOPs internos de la empresa,
salud ocupacional, control de
residuos, 1ISO9001 e
1SO14001.

Delimitacion del tema de
investigacion del internado e
inicio del desarrollo del primer
avance

Lectura  de reglamentos
técnicos centroamericanos
referentes a la validacion de
métodos analiticos. Inicio de la
redaccion del marco referencial
y contacto con el departamento
de Control de Calidad para el
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desarrollo de los métodos
analiticos.

Enviar primer avance al tutor y

5 | alaUniversidad
Seguimiento de la redaccion

6 | del Capitulo Il del Trabajo
Final de Graduacion.
Capacitacion con respecto al

7 uso de HPLC del laboratorio de
control de calidad.
Investigacion  referente  a
reglamentacion sobre uso de

8 CBD y THC segun MINSA a
nivel nacional.
Propuesta de método analitico

9 | de cuantificacion de CBD e
identificacion de THC al jefe
de control de Calidad.
Elaboracion de protocolo de
validacion del método analitico

10 |y revision de este por parte de
tutor y jefe de control de
calidad.
Cotizacion distintas opciones

11 | del estandar de CBD para ser
utilizado en la ejecucion del
TFG

12 | Revision del segundo avance
con el tutor

13 | Enviar segundo avance a la
Universidad

14 | Corrida cromatogréfica para
verificar idoneidad del sistema

15 | Ajustes al método analitico si
fuera necesario

16 | Ajustes a la validacion del
método si fuera necesario

17 | Revisién y aprobacion del X
protocolo de validacién

18 | Desarrollo de las pruebas del X
protocolo de validacién

19 | Recopilacion de resultados y

datos obtenidos de la ejecucion
del protocolo
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20 | Elaboracion del reporte del
protocolo de validacion de
método analitico
21 | Aprobacién y revision del
reporte del protocolo de
validacion
22 | Desarrollo del tercer avance del X
TFG
23 | Revision del tercer avance X
junto al tutor
24 | Enviar el tercer avance a la X
Universidad
25 | Ultimas modificaciones al
trabajo si fueran necesarias
26 | Elaboracion de la presentacion
del TFG
27 | Defensa del TFG en
Laboratorios Zepol S.A.
28 | Defensa del TFG en |la

Universidad

3.4. Determinacion de los recursos necesarios

Fuente: Elaboracion propia.

Para lograr el desarrollo de los tres objetivos propuestos en el Capitulo | de este

trabajo, se cuenta con internet, una computadora con distintas herramientas requeridas como

Microsoft Word, Excel, hojas de calculo, calculadora y machotes previamente elaborados y

validados. Por otra parte, tomando en cuenta la parte experimental del proyecto, se cuentan

con las instalaciones del Laboratorio de Control de Calidad de la empresa, con sus distintos

equipos, herramientas, reactivos y materias primas necesarios para el desarrollo tanto del

método analitico, como de la validacién de este. Ademas, se cuenta también con la asesoria

interna del jefe de control de calidad, el tutor profesional y también con la asesoria externa

de la universidad en casos requeridos.
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3.5. Célculo de costos generales de ejecucion.

En este caso, como el laboratorio de control de calidad de la empresa esta altamente
equipado y se cuentan con todos equipos y utensilios necesarios para el desarrollo del
presente trabajo y que al dia de inicio del internado ya la empresa contaba con estandar
primario de THC, el Unico costo a tomar en cuenta es el precio del estdndar primario de CBD

a comprar.

3.6 Organigrama de las partes involucradas con el TFG

La siguiente figura recalca la organizacion de todos los departamentos y personal

involucrados de manera directa e indirecta con el presente trabajo final de graduacion.

Figura 4. Organigrama de las partes involucradas de Laboratorios Zepol S.A en el

Trabajo Final de Graduacion.

Direccicn
General

Direccion
técnica

Control de

Direccidn de
Operaciones

Asistente de
compras

Servicios

técnicos calidad

Interno
Universitario

Fuente: Elaboracion propia basado en organigrama empresarial de Laboratorios Zepol
S.A®

3.7. Pre-requisitos para el logro de los efectos e impacto del proyecto

Se consideran pre-requisitos necesarios para poder desarrollar el TFG las distintas

capacitaciones necesarias para el entendimiento del funcionamiento interno de la empresa,
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capacitaciones de Buenas Précticas de Laboratorio, capacitacion o asesoria del uso del HPLC
especifico del laboratorio de Control de Calidad, tener permiso dactilar de ingreso al
laboratorio, contar con todos los demas equipos, reactivos y utensilios del laboratorio y por

ultimo, tener tanto los estandares primarios de THC y CBD, como la materia prima a analizar.



CAPITULO IV - LOGROS Y RECOMENDACIONES

41
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El siguiente capitulo del presente trabajo tiene como proposito brindar las respuestas
a todos los objetivos especificos planteados en el Capitulo I. Cabe destacar que toda
informacién de referencia, proveniente de la empresa, sera redactada basandose en

documentacién y metodologias internas de Laboratorios Zepol S.A, debidamente validadas.

4.1. Logros del proceso

4.1.1. Desarrollar un método analitico de cuantificacion de CBD en CBD materia
prima, para su utilizacion en productos fabricados por Laboratorios Zepol S.A,
basandose en SOP’s internos, libros oficiales y regulaciones internacionales de la

industria farmacéutica.

4.1.1.1. Materiales y equipos: El presente método analitico de cuantificacion de

CBD en CBD materia prima requiere de los siguientes reactivos y equipos:

Tabla 5. Materiales y equipos requeridos para la valoracién de CBD en CBD materia
prima
REACTIVOS
Muestra de CBD materia prima
CBD PhytoL ab estandar
Anetol estandar USP
Acetonitrilo calidad HPLC Supelco
Agua calidad HPLC
Metanol Sigma-Aldrich
Solucion diluida de HCI
EQUIPOS Y MATERIALES
HPLC Shimadzu
Columna C8 (4,6 mm x 250 mm x 5 pm) KNAUER
Aguja para HPLC

Balanza analitica

Balones aforados de 50 mL
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Pipeta de 5 mL

Fuente: Elaboracion propia basado en método analitico interno de Laboratorios Zepol S.A'y

referencias?®-3!

4.1.1.2.Seguridad: se debe de cumplir con la vestimenta requerida para ingresar a un
Laboratorio de Control de Calidad farmacéutico segun parametros de Buenas
Préacticas de Laboratorio®.

4.1.1.3.Procedimiento de la elaboracién del solvente: Se prepara una solucion de
anetol a una concentracion de 0.1mg/ml en metanol. El anetol es el estandar

interno del método analitico.

4.1.1.4.Procedimiento de la elaboracion de la solucion estandar: Pesar 25 mg de
CBD estandar en un balon aforado de 50 mL, donde se disolvera y aforara a
volumen con solvente (en caso necesario se puede agilizar la disolucion del
soluto con el bafio ultrasénico). De la solucion generada, tomar una alicuota
de 5 mL y llevarla a un balén aforado de 50 mL y aforar con solvente

(concentracion final de 0.05mg/mL).

4.1.1.5.Procedimiento de la elaboracién de la solucién muestra: Pesar 25 mg de
CBD materia prima en un balén aforado de 50 mL donde se disolvera y
aforard a volumen con solvente (en caso necesario se puede agilizar la
disolucion del soluto con el bafio ultrasénico). De la solucion generada, tomar
una alicuota de 5 mL y llevarla a un bal6on aforado de 50 mL y aforar con

solvente (concentracion final de 0.05mg/mL).

4.1.1.6.Procedimiento de corrida en HPLC: tras dar con las soluciones estandar y
muestra, inyectar la solucion estandar siguiendo los parametros del sistema

cromatografico y visualizar el pico generado (se deben hacer cinco réplicas
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de la solucion estandar). Seguidamente, tras finalizar con todas las corridas
utilizando la solucién estandar, proceder con la corrida de la solucion muestra
siguiente los pardmetros del sistema cromatografico (se deben hacer tres
réplicas). Tanto la corrida de la solucion estandar, como la de la solucién
muestra, deben tener un pico a un tiempo de retencion similar para poder
calcular el % de CBD de la materia prima tras obtener las areas de dichos

picos logrados.

4.1.1.7.Sistema cromatogréafico: La siguiente tabla muestra los parametros
cromatogréficos utilizados en el método analitico segun idoneidad del sistema

estudiado.

Tabla 6. Pardmetros para utilizar y configurar para realizar el método analitico de

cuantificacion de CBD.

Sistema HPLC
Detector UV-Vis
Longitud de onda 220 nm
Columna Columna C8 4,6 mm x 250 mm, 5 um
Fase movil Acetonitrilo: agua acidificada pH 3 con HCI
(80:20)
Flujo de la fase movil 1.0 mL/min
Volumen de inyeccion 20 pL

Fuente: Elaboracion propia basandose en el método analitico interno de Laboratorios Zepol

S.Ay referencias?®3L,

4.1.1.8.Calculos

50 mL « 50 mL

= L
Sl 500 m
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masa estandar * potencia estandar

[Estandar] =

FD

Area muestra = [estandar] * FD = 100

%CBD =

Area estandar » masa muestra

Tabla 7. Significado de las variables de la formula para el calculo de % de CBD en la

materia prima

PARTE DE LA ECUACION

SIGNIFICADO

Area muestra

Promedio de las tres areas obtenidas
tras las tres corridas de solucidn

muestra en el HPLC

Area estandar Promedio de las cinco &reas obtenidas
tras las cinco corridas de la solucion
estandar en el HPLC
[estandar] Concentracion de la solucion estandar
en mg/mL
FD (factor de dilucion) 500 mL

Masa estandar

Masa utilizada para la elaboracion de la

solucioén estandar

Masa muestra

Masa utilizada para la elaboracion de la

solucién muestra

Potencia estandar

Potencia o pureza del soluto estandar

Fuente: elaboracion propia basandose en el método analitico de Laboratorios Zepol S.A%.

4.1.1.9.Criterio de aceptacion: la potencia de CBD en la muestra debe ser NLT

98.0% y NMT 102.0%



46

4.1.2. Desarrollar un método de identificacion de THC en CBD materia prima,
para su utilizacion en productos fabricados por Laboratorios Zepol S.A,
basandose en SOP’s internos, libros oficiales y regulaciones internacionales

de la industria farmacéutica.

4.1.2.1.Materiales y equipos: El presente método analitico de identificacion de THC
en CBD materia prima requiere de los siguientes reactivos y equipos:

Tabla 8. Materiales y equipos requeridos para la identificacion de THC en CBD
materia prima
REACTIVOS
Muestra de CBD materia prima
CBD PhytoL ab estandar
THC estandar Supelco
Anetol Estandar USP
Acetonitrilo calidad HPLC Supelco
Agua calidad HPLC
Metanol Sigma-Aldrich
Solucion diluida de HCI
EQUIPOS Y MATERIALES
HPLC Shimadzu
Columna C8 (4,6 mm x 250 mm x 5 um) KNAUER
Aguja para HPLC

Balanza analitica

Balones aforados de 50 mL

Pipeta de 5 mL

Fuente: Elaboracion propia basado en método analitico interno de Laboratorios Zepol S.A'y

referencias?®-3L,
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4.1.2.2.Seguridad: se debe de cumplir con la vestimenta requerida para ingresar a un
Laboratorio de Control de Calidad/ farmacéutico segiin parametros de Buenas

Practicas de Laboratorio®2.

4.1.2.3. Procedimiento de la elaboracién del solvente: Se prepara una solucion de
anetol a una concentracion de 0.1mg/ml en metanol. El anetol es el estandar

interno del método analitico.

4.1.2.4.Solucion estandar madre de CBD: pesar 25 mg de CBD estandar y llevar a
linea de aforo con solvente en un balén de 50 mL (concentracion tedrica de 0.5
mg/mL).

4.1.2.5.Procedimiento de la elaboracion de la solucién estandar: De la solucion
estandar madre de CBD tomar una alicuota de 1 mL y llevar a un bal6n de 10
mL (concentracion final de 0.05 mg/mL). En este mismo balén de 10 mL, dar
con una concentracion de THC estandar de 0.05 mg/mL (en el caso del presente
trabajo, se tomd una alicuota de 0.5 mL de THC estandar de concentracién de
1.0 mg/mL y se llevd al balon aforado de 10 mL). Finalmente, al tener ambas

sustancias en el mismo balon aforado, llevar a linea de aforo con solvente

4.1.2.6.Solucion muestra madre de CBD: pesar 25 mg de CBD materia primay llevar
a linea de aforo con solvente en un balon de 50 mL (concentracion tedrica de 0.5

mg/mL).

4.1.2.7.Procedimiento de la elaboracion de la solucion muestra: De la solucion
muestra madre de CBD tomar una alicuota de 1 mL y llevar a un balén de 10
mL (concentracion final de 0.05 mg/mL). Finalmente, llevar a linea de aforo con

solvente.

4.1.2.8.Procedimiento de corrida en HPLC: tras dar con las soluciones estandar y
muestra, inyectar la solucién estandar siguiendo los parametros del sistema

cromatografico y visualizar el pico generado (solo se recomienda hacer una
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corrida cromatogréfica, ya que es una identificacion de sustancia).
Seguidamente, tras finalizar con todas las corridas utilizando la solucién
estandar, proceder con la corrida de la solucion muestra siguiente los parametros
del sistema cromatogréafico. Tanto la corrida de la solucién estandar, como la de
la solucion muestra, deben tener un pico a un tiempo de retencion similar para
evidenciar la presencia de THC en ambas soluciones (la ausencia de pico en la
corrida cromatogréfica de la solucion muestra da a entender que la muestra

presenta menos de un 1% de THC).

4.1.2.9.Sistema cromatografico: La siguiente tabla muestra los pardmetros
cromatograficos utilizados en el método analitico segun idoneidad del sistema

estudiado.

Tabla 9. Pardmetros por utilizar y configurar para realizar el método analitico de
identificacion de THC.

Sistema HPLC
Detector UV-Vis
Longitud de onda 220 nm
Columna Columna C8 4,6 mm x 250 mm, 5 pym
Fase mavil Acetonitrilo: agua acidificada pH 3 con HCI
(80:20)
Flujo de la fase movil 1.0 mL/min
VVolumen de inyeccién 20 pL

Fuente: Elaboracion propia basandose en el método analitico interno de Laboratorios Zepol

S.Ay referencias?®3L.
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4.1.2.10. Célculos: N/A

4.1.2.11. Criterio de aceptacion: El pico generado tras la corrida cromatografica de la
solucion muestra, si contiene THC, debe tener un tiempo de retencién que
corresponda al pico generado tras la corrida cromatografica de la solucion
estandar.

4.1.3. Validar el método analitico de cuantificacion de CBD e identificacion de
THC en CBD materia prima, para su utilizacién en productos fabricados por
Laboratorios Zepol S.A, basandose en SOP’s internos, libros oficiales y
regulaciones internacionales de la industria farmacéutica.

La validacién de ambos métodos de andlisis se desarrollé tomando en cuenta el formato
interno de Laboratorios Zepol S.A 'y el protocolo de validacion de método analitico elaborado
para dicha empresa a lo largo del presente internado®. Para fines del trabajo final de

graduacién, se enlistan los siguientes puntos:

4.1.3.1.Pruebas de Validacién: Segun el Protocolo de validacion de Laboratorios
Zepol S.A, el cual referencia el RTCA de validacion de métodos analiticos,
recalca que las pruebas de desempefio a evaluar en una validacion de un método
de analisis dependen de la categoria de dicho método, lo cual se visualiza en las

siguientes tablas.

Tabla 10. Clasificacion de las Pruebas segun categoria. Anexo B del SOP-LAB-02

Validacion de Métodos Analiticos

No CATEGORIA
PRUEBA :
aplica I I i v \
Identificacion THC X
Identificacion CBD X

Cuantificacién de CBD X
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Fuente: elaboracion propia basado en el formato del Protocolo de Validacion de Métodos

analiticos®®

Tabla 11. Pruebas de desempefio para cada prueba de la presente validacion de

método analitico

PRUEBA PRUEBAS REQUERIDAS

Identificacion de THC Identificacion (especificidad)

Identificacion CBD Identificacion (especificidad)
Cuantificacion de CBD Exactitud
Precision

Especificidad
Linealidad
Intervalo

Robustez

Fuente: elaboracidn propia basado en el formato del Protocolo de Validacion de Métodos

analiticos®®

4.1.3.1.1. ldoneidad del sistema: para verificar que el sistema cromatografico es
adecuado para que se pueda lograr la sefializacion de CBD y THC y que
sus picos tengan una adecuada resolucion, se hace la idoneidad del sistema.
Lo anterior se logra al comparar los picos y tiempos de retencién de una
corrida de placebo (metanol + anetol estandar interno), una corrida de CBD
estandar, una corrida de THC estandar y por ultimo una corrida de una
solucion mixta de CBD + THC estandar. Todas las soluciones inyectadas
deben tener una concentracion de 0.05mg/mL de analito segun

corresponda.
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Figura 5. Evidencia del pico y tiempo de retencion generado placebo utilizado como
solvente (1, Frente solvente (metanol), 2, estandar interno de anetol)

maU Max Intensity : 802 788
750 220nm.4nm Time 3.350 Inten. -2.855] A
=00
250 ¥

f g
u - I‘ll' T I \lr T T T a
0.0 25 50 75 10.0 min
B <> Results View - Peak Table

Peak Table Compound Group Calibration Curve
Peak#t

Ret. Time Area Height Mark Conc. Unit 1DH
1 2430 185072 19878 0.000
2 5.636 5438246 803365 0.000 |ug/mL 3
Total 5683313 823743 0.000

Fuente: Software LabSolutions 5.1.1.1 del equipo del Laboratorio de Control de Calidad de
Laboratorios Zepol S.A.

Figura 6. Evidencia del pico y tiempo de retencién generado de la inyeccion de CBD

estandar (1, frente solvente, 2, anetol, 3, CBD)

mAU Max Intensity : 821,411
J220nm 4nm Time 2490 Inten. 19681 A
750 ‘1
500 ’l‘
250 ’ | '[ v
] | I\ %
] = . W LA
- T 1 - \/I\ I 1
0.0 25 5.0 75 10.0 min
B <> Results View - Peak Table
Peak Table Compound Group Calibration Curve
Peak#t Ret. Time Area Height Mark Conc. Unit D&
1 2489 169074 18185 0.000
2 5.644 5545601 821009 0.000 {ug/mL 3
3 7.790 3618713 370261 0.000 [ug/mL 1
Total 9333388 1209455 0.000

Fuente: Software LabSolutions 5.1.1.1 del equipo del Laboratorio de Control de Calidad de

Laboratorios Zepol S.A.
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Figura 7. Evidencia del pico y tiempo de retencion generado de la inyeccion de CBD
estandar (1, frente solvente, 2, anetol, 3, THC)

mAU Max Intensity : 801,221
750 2200m.20m Time 1.856 Inten. 0.746] A
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10.0 " min

B <> Results View - Peak Table
Peak Table Compound Group Calibration Curve

Peak# | Ret. Time Area Height Mark Conc. Unit ID#

1 2494 173761 18816 0.000
2 5.646 5437314 801963 0.000 jug/mL 3
3 12.294 2811885 205558 0.000 |ug/mL 2
Total 8422960 1026337 0.000

Fuente: Software LabSolutions 5.1.1.1 del equipo del Laboratorio de Control de Calidad de
Laboratorios Zepol S.A.

Figura 8. Evidencia de la idoneidad del sistema planteado en la validacion del método
analitico (1, frente solvente, 2, anetol, 3, CBD y 4 THC)

mAU Max Intensity : 801,976
750-] 220nm.4nm

Inten. R

Time

5004

00 25 =50 T T s
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B <> Results View - Peak Table
Peak Table Compound Group Calibration Curve

Peaki#t | Ret. Time Area Height Mark Conc. Unit ID#

1 2496 169349 18267 0.000
2 5.660 5436125 801904 0.000 jug/mL 3
3 7.801 3734106 388408 0.000 |ug/mL 1
4 12.323 3320976 241453 0.000 |ug/mL 2
Total 12660555 1450031 0.000

Fuente: Software LabSolutions 5.1.1.1 del equipo del Laboratorio de Control de Calidad de

Laboratorios Zepol S.A.
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4.1.3.1.2. Especificidad: Se realiza una comparacion del comportamiento del
placebo con respecto al estandar CBD + THC. Se hace una corrida por
triplicado de solucion mixta al 100%. Valorandose la ausencia de analito
(CBD y THC) y la presencia de este en el estandar, ademas que en el
estandar el tiempo de retencion y concentracion del pico de los analitos

corresponden en tiempo y magnitud con la muestra.

Tabla 12. Resultados de la prueba de idoneidad del sistema y especificidad

Solucion Tiempo de retencion (min)
Placebo 2.496
Estandar interno (Anetol) 5.660
Estandar CBD: 7.801
THC: 12.323
% interferencia del placebo en el 0.0
CBD
% Interferencia del placebo en el 0.0
THC
Resolucién entre pico de CBD y 9.245
pico de THC

Nota: valores obtenidos de la hoja de calculo y concentraciones oficial de Laboratorios
Zepol para protocolos de validacion de métodos analiticos (ver Anexo 8)

Fuente: Elaboracién propia basado en el formato del Protocolo de Validacion de Métodos
analiticos®
4.1.3.1.3. Precision: Esta prueba hace referencia a la cualidad del método analitico
de dar resultados simultaneos con variaciones minimas entre si. Lo anterior
explica por qué es una prueba que se debe de cumplir a la hora de validar
métodos analiticos sobre cuantificacion de una sustancia. Por ende, se va a
evaluar la precision del método calculando la desviacion estandar relativa
de los datos obtenidos en las tres muestras al hacer las curvas de

calibracion, en las distintas concentraciones (80%, 100% y 120%) y la
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precision del sistema calculando la desviacion estandar relativa de las &reas

generadas de una inyeccion por triplicado de solucién estandar al 100%.

Tabla 13. Datos obtenidos y resultados para la prueba de precisién del método y

sistema
PRECISION DEL METODO
% [solucion] Letra % Recuperacion DSR (%)
MUESTRA
99.2
80 B 98.8 0.26
98.8
MUESTRA
98.2
100 B 98.9 0.46
98
MUESTRA
A 98.5
120 B 100.1 0.81
C 99.0
PRECISION DEL SISTEMA
% [solucion] Letra Area DSR (%)
A 0.6991
100 B 0.7072 0.78
C 0.7095

Nota: valores obtenidos de la hoja de calculo y concentraciones oficial de Laboratorios

Zepol para protocolos de validacién de métodos analiticos (ver Anexo 8)

Fuente: elaboracion propia basado en el formato del Protocolo de Validacion de Métodos

analiticos®®
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4.1.3.1.4. Exactitud: Esta prueba es requisito en validacion de un método analitico
de cuantificacion y se basa en hacer recuperaciones y que dichas
recuperaciones se encuentren entre 98% Yy 102%. Como valor de referencia

se utiliza la linealidad promedio de las tres curvas de calibracion estandar.

Tabla 14. Datos recopilados y resultados de la prueba de exactitud

CBD
% [solucion] Muestra Area de pico % de
Recuperacion

80 A 0.5432 99.2
B 0.5471 98.8

C 0.5556 98.8

100 A 0.6707 98.2
B 0.6832 98.9

C 0.6878 98.0

120 A 0.8066 98.5
B 0.8291 100.1

C 0.8328 99.0

Nota: valores obtenidos de la hoja de calculo y concentraciones oficial de Laboratorios

Zepol para protocolos de validacion de méetodos analiticos (ver Anexo 8)

Fuente: elaboracion propia basado en el formato del Protocolo de Validacion de Métodos

analiticos®®

4.1.3.1.5. Linealidad e intervalo: Para la linealidad e intervalo, se debe de realizar
pruebas tanto al método como al sistema. Para esto se debe:
- Inyectar soluciones al 80%, 90%, 100%, 110% y 120% del estandar (estandar A, B 'y

C) y graficar la respuesta de la medicion con respecto a la concentracion del analito.
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Calcular el coeficiente de correlacion y valorar si cumple criterio de aceptacion (en
total tres curvas de calibracion para linealidad e intervalo del sistema).

- Inyectar soluciones al 80%, 90%, 100%, 110% y 120% de la muestra (muestra A, B
y C) y graficar la respuesta de la medicion con respecto a la concentracion del analito.
Calcular el coeficiente de correlacion y valorar si cumple criterio de aceptacion (en

total tres curvas de calibracion para linealidad e intervalo del método).

Tabla 15. Datos recopilados y resultados de linealidad e intervalo del método y del

sistema
CBD
Linealidad e intervalo del sistema
Estandar Coeficiente de Correlacion (R?)
A 1.0000
B 0.9999
C 0.9987
Linealidad e intervalo del método
Muestra Coeficiente de Correlacion (R?)
A 0.9999
B 0.9999
C 0.9999

Nota: valores obtenidos de la hoja de calculo y concentraciones oficial de Laboratorios

Zepol para protocolos de validacion de méetodos analiticos (ver Anexo 8)

Fuente: elaboracion propia basado en el formato del Protocolo de Validacion de Métodos

analiticos®®
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Figura 9. Evidencia del comportamiento del &rea generado del pico con respecto a la
concentracion de CBD estandar
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Fuente: Software LabSolutions 5.1.1.1 del equipo del Laboratorio de Control de Calidad de
Laboratorios Zepol S.A.

4.1.3.1.6. Robustez: Esta prueba evalla que tan susceptible es el método analitico a
cambios de las condiciones experimentales comunes en un Laboratorio de
Control de Calidad. Por ende, la aplicacion del método analitico sera
ejecutado por dos personas distintas y se calculard el coeficiente de
variacién. Dicha prueba se hara calculando la potencia de una muestra al

100% a partir de un estandar elaborado al 100% Yy se hace por triplicado.

Tabla 16. Datos recopilados y resultados de la prueba de robustez

PERSONA A

Estandar Masa FD (mL) Concentracion Area de

(mg) (mg/mL) pico

0.70183

0.70274

26.3 500 0.05241 0.70423

0.70822

gl B~ W N P~

0.70518
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Muestra Masa FD (mL) Area de pico Potencia
(mg) (%)
1 0.69706 99.4
2 26.1 500 0.70104 99.9
3 0.69938 99.7

Nota: valores obtenidos de la hoja de calculo y concentraciones oficial de Laboratorios

Zepol para protocolos de validacion de métodos analiticos (ver Anexo 8)

Fuente: Elaboracién propia basado en el formato del Protocolo de Validacion de Métodos

analiticos®®

Tabla 17. Datos recopilados y resultados de la prueba de robustez
PERSONA B
Estandar Masa FD Concentracion Area de
(mg) (mL) (mg/mL) pico
1 0.67688
2 0.68309
3 25.7 500 0.05121 0.68403
4 0.68235
5 0.68388
Muestra Masa FD Area de pico Potencia
(mg) (mL) (%)
1 0.71827 100.6
2 26.8 500 0.72770 101.9
3 0.725525 101.6

Nota: valores obtenidos de la hoja de calculo y concentraciones oficial de Laboratorios

Zepol para protocolos de validacién de métodos analiticos (ver Anexo 8)
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Fuente: Elaboracion propia basado en el formato del Protocolo de Validacion de Métodos

analiticos®®

4.1.3.2. Criterios de aceptacion para cada una de las pruebas de desempefio del
método analitico: Finalmente, con los resultados obtenidos y teniendo en
cuenta los criterios de aceptacion de cada prueba de desempefio, se puede definir
que la validacion de los métodos analiticos de cuantificacion de CBD e
identificacion de THC en CBD materia prima es conforme y, por ende, se logra

evidenciar que ambos métodos son correctos, confiables y reproducibles.

Tabla 18. Criterios de aceptacion de la validacion del método analitico

Elemento Por

ITEM Verificar Criterio de aceptacion Resultado obtenido Pasa o Falla
1 Especificidad El porcentaje del placebo El porcentaje de
en los picos de interés tiene interferencia del
P placebo es de 0.0% PASA
que ser menor o igual a 2%.
2 Precision RSD del método y del Desviacion estandar
sistema debe de ser < 3% relativa del método es
de 0.62% y del sistema PASA
es de 0.78%
3 Exactitud % Recuperacién entre 98- Soluciones de 80%

tienen una recuperacion

102% y coeficiente de de 99.2%, 98.8% y

variacion entre resultados 98.8% con un
o coeficiente de variacion
es <3% de 0.26%.
Soluciones de 100% PASA

tienen una recuperacion
de 98.2%, 98.9% y
99.0% con un
coeficiente de variacién
de 0.46%.

Soluciones de 120%
tienen una recuperacion
de 98.5%, 100.1% y
99.0% con un
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coeficiente de variacién
de 0.81%

4.1

Linealidad

R?=0.995a1
Los valores residuales no
presentan tendencias.
Homogeneidad de varianza
(la varianza es constante
para todas las
concentraciones)

Las tres curvas de
muestras tienen un R?
de 0.9999, 0.9999 y
0.9999
respectivamente. Los
valores residuales de las
tres curvas no presentan
tendencias

Las tres curvas de
estandar tienen un R%de
1.0000, 0.9999 y
0.9987
respectivamente. Los
valores residuales de las
tres curvas no presentan
tendencias

La homogeneidad de la
varianza tanto del
método como del

sistema es constante

PASA

4.2

Intervalo

R?=0.995a1

Todos los R?, tanto de
los estandares como de
las muestras, estan
dentro del rango de
aceptacion

PASA

Robustez

Coeficiente de variacion
entre resultados de analistas
es 2%

Coeficiente de
variacion entre
resultados de la persona
Ay B esde 1.06%

PASA

Nota: valores obtenidos de la hoja de calculo y concentraciones oficial de Laboratorios

Zepol para protocolos de validacion de métodos analiticos (ver Anexo 8)

analiticos®®

Fuente: Elaboracion propia basado en el formato del Protocolo de Validacion de Métodos
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4.2. Recomendaciones.

4.2.1. Antes de plantear un método analitico basado en la cuantificacion e identificacion de
un compuesto quimico, se recomienda contemplar tener en el laboratorio la cantidad
suficiente de reactivos a utilizar, los equipos debidamente calibrados y calificados y las

herramientas necesarias para disminuir la incertidumbre de los resultados.

4.2.2. Se recomienda antes de iniciar la aplicacién o desarrollo de una validacion de un
método analitico, hacer pruebas de idoneidad del sistema cromatografico planteado para

poder ajustar las variables involucradas a conveniencia, antes de malgastar recursos y tiempo.

4.2.3. Antes de iniciar el planteamiento del protocolo de validacion de un método analitico,
se recomienda comprar sustancias estdndar de alta pureza y calidad, debidamente
certificados. Ademas, si se requiere la compra, proceder con la misma con anticipacion para
evitar inconvenientes de tiempo a la hora de desarrollar la validacion del método analitico.
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Anexo 1. Bitadcora semanal de las actividades realizadas durante el internado en

Laboratorios Zepol S.A. en el segundo semestre del 2023

Semana

Descripcion breve de

actividades semanales

(aspectos objetivos)

Su reflexion acerca de las

actividades semanales (aspectos

subjetivos)

(10/7/23

14/7/23)

Se familiarizo6 con el personal
de la empresa y se estudiaron
las bases del quehacer
cotidiano del puesto asignado
Se particip6 en capacitaciones
de  metodologia de la
investigacién y validacion de
metodologias de la empresa
Se colaboré en la formulacion
de distintas muestras de
productos para verificar la
calidad de este al cambiar
proveedor de una materia
prima

Se comenté con el tutor el
tema de investigacién
asignado y se inici6 en la
busqueda de informacion para
el mismo

Se colaboro en la redaccion de
especificaciones técnicas de
producto terminado y
empaque primario de

productos de la empresa.

e Se logra tener una idea de las

responsabilidades que se
tendran a lo largo del internado
en la empresa

Se logré formar lazos con
distintos empleados y
comparieros de trabajo que
seran de ayuda en la
estructuracion y desarrollo del
trabajo de investigacion

Se logré familiarizar con la
cristaleria y distintos equipos
analiticos con los que cuenta la
empresa que seran de uso
cotidiano en la elaboracion del
trabajo de investigacion.

Se lograron sentar las bases de
qué es lo que se quiere
investigar y los posibles retos a
solventar a la hora de
desarrollar el trabajo de

investigacion
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(17/7/23

21/7/23)

e Se participd  en las
capacitaciones internas de
Laboratorios Zepol S.A. sobre
Buenas practicas de
Manufactura, 1SOs, salud
ocupacional, productos de la
empresa, manejo de residuos y
la politica integrada de
gestion

e Se participb en capacitaciones
sobre los SOPs relacionados a
validacién de equipos,
sistemas criticos,
instalaciones, entre otros.

e Se sentaron las bases del
proyecto de investigacion, se
redactaron tanto el titulo y
objetivos, como la mayor parte
de la introduccion

e Se brindb ayuda  al
departamento de Disefio &
Desarrollo en la prueba de un
nuevo excipiente
(formulacién) para verificar
que no tuviera alguna
interaccion que afecte la

estabilidad del producto final.

Se familiarizé con las politicas
internas de la empresa y
distintas regulaciones
internacionales que se deben
de cumplir dia con dia
mientras se permanezca en
Laboratorios Zepol S.A.

Se logro entender el proceso de
validacion de distintos
métodos y equipos para
garantizar la calidad del
producto final involucrado

Se logré avanzar en el primer
avance del trabajo de
investigacion

Se logr6  mejorar la
formulacién de un producto
innovador de Laboratorios
Zepol a partir de prueba y

error.

e Separticipo en la formulacién de

una crema a base de lipidos

Se logro participar en la

manufactura de un lote piloto
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(24/7/23 -
28/7/23)

porcinos en el departamento de
Disefio y Desarrollo

Se inici6 el proceso de
recalificacion de una
incubadora, desde la elaboracion
del protocolo, hasta su plan de
ejecucion y reporte final

Se finalizo la redaccion del
primer avance del Trabajo de
Investigacion. Se le envio dicho
documento al tutor para su
revision y sugerencias.

Se inici6 con la investigacion de
conceptos y el desarrollo del
marco referencial del Trabajo de

Investigacion.

de estabilidad de una crema a
base de lipidos porcinos.

Se desarroll6 y aprendio a
realizar la primera etapa de una
recalificacion de un equipo, el
cual es la recalificacion de la
instalacion de este.

Tras discusion del
planteamiento de la
investigacion y revisando lo
que realmente se queria
realizar, se finaliz6 el primer
avance del TFG, con el visto
bueno del tutor a cargo

Se inicid una espina de pescado
para conocer los conceptos
necesarios para entender el
TFG.

(31/07/23 -
04/87/23)

Se elaboré el protocolo de
recalificacion de Operacion de la
incubadora INC-03 del
laboratorio de Microbiologia

Se desarroll6 el plan de
ejecucién de dicho protocolo de
recalificacion de la incubadora
Se redacto el reporte para la
finalizacion de la recalificacion
de operacion de dicho equipo
Se siguio con la elaboracion del

Trabajo Final de Graduacion del

Se logra wverificar que las
condiciones de operacion de la
incubadora son Optimas para su
uso en el Laboratorio de
Microbiologia de Control de
Calidad.

Se desarrollaron conceptos y
términos que se consideran
importantes para el completo y
buen entendimiento del trabajo
final de graduacion. ademas de

ser la base de la compresion
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Internado, siguiendo con el
Capitulo I, relacionado con el
marco referencial.

Se elaboré el protocolo de
instalacion de una llenadora vy
tapadora (LLE-18)

Lectura de reglamentos técnicos
centroamericanos referentes a la
validacion de métodos
analiticos. Inicio de la redaccion
del marco referencial y contacto
con el departamento de Control
de Calidad para el desarrollo de
los métodos analiticos.

final del proyecto en la
empresa.

Se centran los criterios de
aceptacion referentes a una
correcta instalacion de la
tapadora y llenadora de la
presentacion de 10g de Zepol

adulto.

(07/08/23 -
11/08/23)

Se ejecutd el protocolo de
recalificacion de la autoclave #2
del laboratorio de Microbiologia
del departamento de Control de
calidad

Serealizo el plan de ejecucidn de
la recalificacion de instalacion
de la autoclave #2 del
Laboratorio de Microbiologia.
Se redactd el reporte de la
recalificacion de instalacion de
la autoclave #2 del Laboratorio
de Microbiologia y se pasé a
firmas.

Se siguié con la redaccion de

conceptos de importancia para el

Se establecieron los criterios de
aceptacion a cumplir para que
la autoclave #2 del Laboratorio
de Microbiologia de Control de
Calidad sea considerada 6ptima
para su utilizacién y operacion.
Se entiende el proceso de
planteamiento y
documentacion a utilizar para
una correcta redaccion de un
método analitico y el proceso
de validacion de  este
(estadistica, criterios  de
aceptacion, pruebas a realizar,

entre otros).

e Se entendid6 como opera el
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entendimiento del Trabajo Final
de Graduacion.

- Enviar primer avance al
tutor y a la Universidad y
seguimiento de la redaccion del
Capitulo 11 del Trabajo Final de

Graduacion.

HPLC del Ilaboratorio de
Control de Calidad, lo cual es
fundamental para el desarrollo
del  Trabajo  Final de
Graduacion relacionado con el

método analitico y validacion.

6
(15/08/23 —
18/08/23)

Se elaboré el protocolo de
recalificacion de operacion de la
autoclave #2 del laboratorio de
Microbiologia del departamento
de Control de calidad

Se inicié a investigar sobre el
manejo de la redaccion y
planteamiento de  métodos
analiticos y el proceso de
validacion de los mismo
internamente en Laboratorios
Zepol S.A.

Se recibié una tutoria de la
utilizacion del HPLC del
laboratorio de Control de
Calidad de Laboratorios Zepol
S.A.

Capacitacion con respecto al uso
de HPLC del laboratorio de
control de calidad.

Se establecieron los criterios de
aceptacion a cumplir para que
la autoclave #2 del Laboratorio
de Microbiologia de Control de
Calidad sea considerada 6ptima
para su utilizacién y operacion.
Se entiende el proceso de
planteamiento y
documentacion a utilizar para
una correcta redaccion de un
método analitico y el proceso
de validacion de  este
(estadistica, criterios  de
aceptacion, pruebas a realizar,
entre otros).

Se entendi6 como opera el
HPLC del laboratorio de
Control de Calidad, lo cual es
fundamental para el desarrollo
del  Trabajo  Final de
Graduacién relacionado con el

método analitico y validacion.
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.
(21/08/23

25/08/23)

Se inici6 con la redaccion del
reporte de recalificacion de 1Q
de una llenadora de latitas (LLE-
18) y se envid firmas

Se siguié en la investigacion
sobre el manejo de la redaccion
y planteamiento de métodos
analiticos y el proceso de
validacion de los mismo
internamente en Laboratorios
Zepol S.A.

Se cierra finalmente la
recalificacion de la autoclave
ACL-02 tras su aprobacion por
direccion técnica

Investigacion referente a
reglamentacion sobre uso de
CBD y THC segin MINSA a

nivel nacional.

Se evidencid el estado de la
instalacion del equipo tras 5
afios de la primera calificacion
y con respecto a lo visto, se
cataloga el equipo como
conformo o no conforme

Se entiende el proceso de
planteamiento y
documentacion a utilizar para
una correcta redaccion de un
método analitico y el proceso
de validacion de  este
(estadistica, criterios  de
aceptacion, pruebas a realizar,
entre otros).

La autoclave ACL-02 se
encuentra conforme tanto en
instalacion como en operacion
y se considera finalmente
calificada para su uso en el

laboratorio de microbiologia

8
(28/08/23

01/09/23)

Se finaliz6 el proceso de
recalificacion de instalacion de
la llenadora LLE-18 y se inici6
con la redaccion del protocolo
0Q de la misma.

Se inicia la redaccion y estudio
de la metodologia analitica de
cuantificacion de CBD e
identificacion de THC,

Tras evidenciar que el equipo
se mantiene  debidamente
instalado, se sigue con la
recalificacion de la operacién
de este.

Se redacta el protocolo de
validacién del método analitico
a utilizar, basandose en

referencias internacionales y
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elaborando un protocolo de
validacion.

Contacto con Control de calidad
para agendar el uso del HPLC
del laboratorio

Se inicia con la redaccion del
protocolo 1Q de un molino
coloidal (MOL-04) y se envio a
firmas

Propuesta de método analitico
de cuantificacion de CBD e
identificacion de THC al jefe de
control de Calidad.

gubernamentales.

Se busca agendar un dia el
HPLC para evaluar si la
metodologia y  protocolo
propuesto, cumple con una
buena idoneidad del sistema
cromatografico.

Se redactd los criterios de
aceptacion para evidenciar que
el equipo se  mantiene

debidamente instalado.

9
(04/0/23

08/09/23)

Se inicia la ejecucién del
protocolo OQ de la llenadora
LLE-18.

Se finaliz6 el planteamiento del
protocolo de validacion del
método analitico del CBD vy
THC.

Se inicia trdmites de cotizacion
de CBD estandar primario para
estandarizar un estandar
secundario

Se inicia la ejecucion del
protocolo 1Q del molino coloidal
MOL-04

Elaboracion de protocolo de
validacion del método analitico

y revision de este por parte de

Se ejecuta el protocolo de
calificacion de operacion de la
llenadora para visualizar si
cumple con los criterios de
aceptacion descritos en dicho
protocolo.

Se tiene el protocolo de
validacion finalizado a la
espera  de aplicarlo vy
modificarlo en un futuro si asi
lo requiere.

Se requiere comprar un
estandar primario de CBD para
estandarizar  un  estandar
secundario para que la
aplicacion del método sea lo

menos costoso posible.
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tutor y jefe de control de calidad.

Se ejecuta el protocolo de
calificacion de instalacion del
molino coloidal para visualizar
si cumple con los criterios de
aceptacion

descritos en dicho protocolo

10
(11/09/23

14/09/23)

Se desarrolla el reporte de la
recalificacion de operacion de la
llenadora LLE-18

Desarrollo del reporte de la
recalificacion de instalacion del
molino coloidal MOL-04
Capacitacion de cromatografia
liquida y cromatografia de gases
en el laboratorio de control de
calidad

Elaboracion de prueba de
llenado de un protector térmico
elaborado por el departamento
de disefio y desarrollo.
Cotizacion distintas opciones del
estandar de CBD para ser
utilizado en la ejecucion del
TFG

Corrida cromatografica para

verificar idoneidad del sistema

Se realiza el reporte de la
recalificacion de operacion del
equipo LLE-18 para evidenciar
si este cumple o no con los
criterios de aceptacion
presentes en su respectivo
protocolo y evaluar asi si es
factible su operacion.

Se realiza el reporte de la
recalificacion de instalacion del
equipo MOL-04 para
evidenciar si este cumple o0 no
con los criterios de aceptacion
presentes en su respectivo
protocolo y evaluar si este se
mantiene correctamente
instalado

Se recibid asesoria del uso del
HPLC y el GC para un futuro
uso en el desarrollo del TFG.
Se evalla un correcto llenado
de protector térmico en el

empaque primario final.
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11
(18/09/23

22/09/23)

Se cierra la recalificacion de la
llenadora LLE-18

Se apoya al departamento de
Investigacion & Desarollo en la
formulacion de muestras de
Manzatin, protector térmico,
atomizador nasal y Zepol Light
Se practica el uso del HPLC con
corridas de muestras de CBD a
distintas concentraciones para
verificar idoneidad del sistema
planteado

Revision del segundo avance
con el tutor y envio del mismo a

la Universidad

Se dad por cerrada la
recalificacion de instalacion y
operacion del equipo LLE-18,
dando con un resultado
conforme a los protocolos
aprobados.

Se fomenta la practica de
formulacion, manufactura y
procedimiento de elaboracion
de cremas, pastas y unguentos,
ademas de productos poco
usuales como el atomizador
nasal y

protector térmico de cabello

Se practica el uso correcto del
HPLC, tanto su instalacion
como Ssu operacion y se
visualiza el comportamiento
del método analitico planteado
con la realidad del Laboratorio
de Control de Calidad.

12
(25/09/23 -
29/09/23)

Se inicia con la elaboracion de
un analisis de riesgo del AGI-08
para evaluar si el equipo requiere
una recalificacién actualmente
Se apoya en la manufactura de
muestras de Zepol muscular con
dos diferentes porcentajes de un
nuevo polisorbato 20

Se labora un lote piloto de

Se evalla a partir de
documentacion y
mantenimientos preventivos si
el equipo requiere hoy o no, una
recalificacion o se considera
que se mantiene calificado

Se evalla si el cambio de
materia prima de polisorbato 20

varia considerablemente la
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atomizador nasal para
estabilidad acelerada

Se obtienen datos fisicoquimicos
de Snorex para realizar sus
especificaciones de calidad
Ajustes al método analitico si

fuera necesario

viscosidad del Zepol muscular
0 mantiene resultados dentro de
su criterio de aceptacion.

Se elabora y empaca un lote
piloto de Snorex para llevar a
estabilidad acelerada y apuntar
a una expira de 2 afios minimo.
Se calcula viscosidad, pH y
densidad de  atomizador
térmico para elaborar
especificaciones de calidad del

producto.

13
(02/10/23 -
06/10/23)

Se completa el analisis de riesgo
del AGI-08

Se aplica el plan de ejecucién de
la recalificacion de operacion
del MOL-04

Se realiza el reporte de
resultados de la aplicacion del
plan de ejecucion de la
recalificacion del MOL-04

Se actualizan especificaciones
de materia prima de tres
productos de Laboratorios Zepol
S.A.

Se realiza el protocolo de
recalificacion de Instalacion de
la LLE-01

Ajustes a la validacion del
método si fuera necesario

Se evalua el riesgo del AGI-08,
dando como resultado que el
equipo no requiere una
recalificacion actualmente ya
que aun se mantiene calificada
su instalacion y operacion

Se aplica el plan de ejecucién y
su respectivo reporte sobre la
operacion del MOL-04, dando
como resultado que el equipo se
mantiene en dptimas
condiciones operativas.

Se revisan 'y actualizan
especificaciones de materia
prima ya que se requiere
revision por fecha.

Se redacta el protocolo de

recalificacion para evaluar la
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instalacion de la Llenadora 01

14
(09/10/23 -
13/10/23)

Se revisan especificaciones de
empaque de productos de
Estados Unidos para que estén
preparados para auditoria de la
FDA

Se revisan especificaciones de
materia prima de productos de
Estados Unidos para que estén
preparados para auditoria de la
FDA

Se elaboraron pruebas de
formulacién para una pasta
dental natural requerido por
contratacion externa

Se obtiene una formulacion
adecuada y se prosigue Yy
pruebas de compatibilidad con el
material del empaque primario.
Ajustes a la validacion del

método si fuera necesario

Se requiere la revision de las
especificaciones de material de
empaque de los productos
exportados a Estados Unidos
para verificar que se encuentren
vigentes

Se requiere la revision de las
especificaciones de material
prima de los productos
exportados a Estados Unidos
para verificar que se encuentren
vigentes

Se prueban formulaciones de
pasta dental para poder dar con
la formulacion maéas estable
posible a largo plazo

Se estudia la compatibilidad del
producto formulado al material
de distintos empaques

primarios.

15
(16/10/23

20/10/23)

Elaboracion de un lote piloto del
producto Perimus, el cual es un
producto por contratacion
Aplicacion del plan de ejecucion
del protocolo de instalacion de la
llenadora 01 para elaborar su
respectivo reporte

Inspeccion de los equipos BAL-

Se elabor6 un lote piloto de
producto Perimus para
colocarlo en estabilidad y
ademéas mostrarle al cliente el
aspecto final del producto

Se aplico el plan de ejecucion
de instalacion de la LLE-01

para evidenciar que dicho
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15 y MAR-03 para elaborar
analisis de riesgo
Ajustes a la validacion del

método si fuera necesario

equipo se mantiene calificado

Se inspecciona el aspecto,
documentacion y
mantenimiento de los ultimos 3
afios de ambos equipos para
verificar si el riesgo de perder

la calificacion es despreciable.

16
(23/10/2023

27/10/2023)

Ajustes a la validacion del
método analitico si fuera
necesario

Elaboracion de dos muestras de
pasta dental de bicarbonato y dos
de carbon activado para ser

mostrados a los clientes.

Ajuste de célculos y el sistema
cromatografico del protocolo
de validacion antes de iniciar
con el plan de ejecucion

Elaboracion de muestras piloto
de pastas dentales para verificar

incompatibilidades

17
(30/10/2023

03/11/2023)

Ajustes a la validacion del
método analitico si  fuera
necesario

Formulacion de distintas pastas

dentales

Ajuste de calculos y el sistema
cromatografico del protocolo
de validacion antes de iniciar
con el plan de ejecucion

Verificacion  de  distintas
formulaciones de pastas detales
para evidenciar cual de todas
mantiene las mejores

caracteristicas organolépticas.

18
(06/11/2023

10/11/2023)

Ajustes a la validacion del
método analitico si  fuera
necesario

Limpieza y reacomodo del
laboratorio de investigacion y

desarrollo

Ajuste de calculos y el sistema
cromatografico del protocolo
de validacion antes de iniciar
con el plan de ejecucion

Desarrollo de una bitacora de

todas las materias primas
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encontradas en el laboratorio de
Investigacion y Desarrollo

19
(13/11/2023

17/11/2023)

Revision 'y aprobacion  del
protocolo de validacién
Apoyo y participacion como

runner en la auditoria de la FDA

Revision del protocolo de
validacion del método analitico
y se envia a el tutor, jefe de
control de calidad y director
técnico para su revision

Se apoy0 a la empresa como
runner  con documentos
necesarios al momento de la

auditoria de la FDA.

20
(20/11/2023

24/11/2023)

Desarrollo del tercer avance del
TFG

Revision del tercer avance junto
al tutor

Enviar el tercer avance a la
Universidad

Se elabord la estandarizacion de
un estandar interno con el

estandar secundario comprado

Se elabor6 y finalizo el tercer
avance del TFG y se reviso con
el tutor.

Finalmente se envid6 a la
universidad

Para reducir costos, se elabord
un estandar interno con

potencia conocida.

21
(27/11/2023

01/12/2023)

Desarrollo de las pruebas del
protocolo de validacion
Preparacion de balones
aforados, calculos
correspondientes,  hojas  de
calculo, limpieza de cristaleria y
recopilacion de picos y tiempos

de retencién de las sustancias a

Tras haber logrado dar con un
sistema cromatografico
adecuado para la separacién de
las dos sustancias quimicas a
analizar, se inici6 con el
desarrollo de todo el proceso de

validacién
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partir del software del HPLC

22
(04/12/2023

08/12/2023)

Recopilacion de resultados y
datos obtenidos de la ejecucion

del protocolo

Elaboracion del reporte del
protocolo de validacion de

método analitico

Aprobacion 'y revision  del
reporte  del protocolo de
validacion

Ultimas  modificaciones al
trabajo si fueran necesarias

Defensa  del TFG en
Laboratorios Zepol

e Tras la recopilacion de

resultados, se prosigue al trato
de datos para dar con valores
manejables segun criterios de
aceptacion acordados en el
protocolo de validacion.

Se genera un reporte de
resultados para Laboratorios
Zepol para evidenciar la
finalizacién del proceso de
validacion

Se expone lo elaborado en el
TFG durante todo el internado
a el tutor e invitados del mismo

laboratorio.

23
(11/12/2023

15/12/2023)

Elaboracion de la presentacion
del TFG

Finiquitar  Gltimos  detalles
previos a la defensa del TFG en
la Universidad

Defensa del TFG en |la
Universidad

Tras la defensa del TFG en
Laboratorios Zepol, se toma
nota de las recomendaciones y
retroalimentaciones del jurado,
previo a la defensa en la

Universidad
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Anexo 2. Informacidn referencial de la materia prima de CBD utilizada para el

Trabajo Final de Graduacion.

Nombre CBD ISOLATE (POLVO CRISTALINO)
Sinénimos Hemp extract, CBD.
Denominacion INCI Cannabidiol
Marca comercial Cannabidiol CBD
Cddigo interno 3010059
CAS 13956-29-1

Fuente: Elaboracion propia basado en las especificaciones de calidad para CBD materia

prima de Laboratorios Zepol S.A%,
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Anexo 3. Especificaciones de calidad para CBD materia prima

Especificacion

Criterio de aceptacion

Referencia de método

Apariencia

Polvo blanco sin olor

Proveedor

Punto de fusién

63-68°C

Proveedor

Identificacion

El tiempo de retencidon del
pio de CBD de la muestra

corresponde al del pico de

CBD de la solucion estandar.

Método interno

Pureza CBD

>98.0

Proveedor

Pruebas microbiolégicas

- Recuento aerobio:
<1000 ufc/mL.

- Hongos y Levaduras:

<100 ufc/mL.

- Staphylococcus

aureus: Ausencia.

- Pseudomonas
aeruginosa:
Ausencia.

- Escherichia coli:

Ausencia.

Método interno

Fuente: Elaboracion propia basado en las especificaciones de calidad para CBD materia

prima de Laboratorios Zepol S.A%,
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Anexo 4. Portada del certificado de anélisis del estandar primario de CBD utilizado

en el proceso de validacién del método analitico




Anexo 5. Informacién de la columna cromatografica utilizada y su respectivo

certificado de analisis
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Anexo 6. Reporte de Analisis de la idoneidad del sistema cromatogréafico planteado

12/8/2023 12:00:51 PM Page 1/ 1

g i Departamento de Calidad
Reporte de Analisis

Sample Name : THC CBD IDONEIDAD 3
Sample ID : THC CBD IDONEIDAD 3
Data Filename  : THC CBD IDONEIDAD 3.lcd
Method Filename : CUANTIFICACION CBD.lcm
Sample Type : Unknown

Injection Volume :1uL

Date Acquired 1 11/29/2023 9:43:15 AM

Date Processed  : 12/8/2023 11:46:38 AM

Cromatograma
mAU
1 . PDA Multi 2 220nm,4nm,j
750 N i
i &
W
O I
] o |
500 | &
5 I A
] I &
j i A i &
I \
(| H 6_,‘7:’
250~ ! I @ .
] 1 i |
\ i ‘i
& |
ok -  — SR | . S
\ T T T
0.0 25 5.0 15 10.0
Tabla de datos
PDA Ch2 220nm
Peak# Ret. Time  Area Height Conc. Name
1 2496 169349 18267  0.000

2 5.660 5436125 801904  0.000 Anetol
3 7.801 3734106 388408  0.000 CBD
4 12.323 3320976 241453 0.000 THC

Total 12660555 1450031
QuantitativeResult
PDA
| ID# . Name |_Ret. Time | Area Height [ Conc.
I 0[5 : ) SR : 7.801 3734101 388408 0.000
2[THC . 12.323] 3320976 241453 | 0.000
i 3 | Anetol | 5.660 5436125 01904 0.000
[ Total ] 12491206 1431765
[ Unit [ Resolution(USP) |
ug/mL 9.245
ug/mL 14.147
rug/_nle~‘m _____________ 12,416
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Anexo 7. Guia de corridas cromatograficas a cumplir para el proceso de validacion de

los métodos analiticos.

Ndmero Corrida Estado
IDONEIDAD DEL SISTEMA'Y ESPECIFICIDAD
01 Placebo 100%
02 CBD estandar 100%
03 THC estandar 100% (1)
04 CBD 100% + THC 100% estandar 1 (2)
05 CBD 100% + THC 100% estandar 2 (2)
06 CBD 100% + THC 100% estandar 3 (2)
LINEALIDAD, INTERVALO Y RECUPERACION (EXACTITUD)
07 Curva Estandar A CBD 80%
08 Curva Estandar B CBD 80%
09 Curva Estandar C CBD 80%
10 Recuperacion Muestra A CBD 80%
11 Recuperacion Muestra B CBD 80%
12 Recuperacion Muestra C CBD 80%
13 Curva Estandar A CBD 90%
14 Curva Estandar B CBD 90%
15 Curva Estandar C CBD 90%
16 Recuperacion Muestra A CBD 90%
17 Recuperacion Muestra B CBD 90%
18 Recuperacion Muestra C CBD 90%
19 Curva Estandar A CBD 100%
20 Curva Estandar B CBD 100%
21 Curva Estandar C CBD 100%
22 Recuperacion Muestra A CBD 100%
23 Recuperacion Muestra B CBD 100%
24 Recuperacion Muestra C CBD 100%

25

Curva Estandar A CBD 110%
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26 Curva Estandar B CBD 110%

27 Curva Estandar C CBD 110%

28 Recuperacion Muestra A CBD 110%
29 Recuperacion Muestra B CBD 110%
30 Recuperacion Muestra C CBD 110%
31 Curva Estandar A CBD 120%

32 Curva Estandar B CBD 120%

33 Curva Estandar C CBD 120%

34 Recuperacion Muestra A CBD 120%
35 Recuperacion Muestra B CBD 120%
36 Recuperacion Muestra C CBD 120%

PRECISON
- Datos de 80%, 100% y 120% de linealidad (CBD)
ROBUSTEZ

37 Estandar CBD 100% 1 (persona A)
38 Estandar CBD 100% 2 (persona A)
39 Estandar CBD 100% 3 (persona A)
40 Estandar CBD 100% 4 (persona A)
41 Estandar CBD 100% 5 (persona A)
42 Muestra CBD 100% 1 (persona A)
43 Muestra CBD 100% 2 (persona A)
44 Muestra CBD 100% 3 (persona A)
45 Estandar CBD 100% 1 (persona B)
46 Estandar CBD 100% 2 (persona B)
a7 Estandar CBD 100% 3 (persona B)
48 Estandar CBD 100% 4 (persona B)
49 Estandar CBD 100% 4 (persona B)
50 Muestra CBD 100% 1 (persona B)
51 Muestra CBD 100% 2 (persona B)
52 Muestra CBD 100% 3 (persona B)




Anexo 8. Evidencia de las hojas de célculo utilizada
resultados del proceso de validacion d

para recopilar todos los

el método
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A. INFORMACION GENERAL

INGREDIENTE ACTIVO

ORIGEN DEL METODO
CLASIFICACION DEL METODO ANALITICO
ANALISTA
FECHAS DE VALIDACION

B. DATOS EXPERIMENTALES

Placebo Area anetol metanol/Anetol Area CBD

1 0 5407402 0 3575662

2 0 5426498 0 3751082

3 0 5436125 0 3734106
C. CALCULOS

PROMEDIO DE LECTURAS PLACEBO
DESVIACION ESTANDAR

PROMEDIO DEL LECTURAS PATRON
DESVIACION ESTANDAR

PORCENTAJE DEL PLACEBO EN MUESTRAS

D .EVALUACION DE RESULTADOS

CRITERO DE ACEPTACION

El PORCENTAJE DE PLACEBO EN LAS MUESTRAS ES < 2%

VALIDACION CUANTIFICACION CBD E IDENTIFICACION THC
METODO DE ANALISIS PARA MATERIA PRIMA
REPORTE DE ESPECIFICIDAD DEL METODO

CBD

INTERNO
NO OFICIAL
IVAN RODRIGUEZ
30-nov-23

CBD/Anetol
0,6613
0,6913
0,6869

POTENCIA 99, 64%

0,00
0,00

0,6798
0,02

0,00 %

A

|Revisadopor = 'L - ¢ Fecha: o sl & )

RESULTADO DE LA EVALUACION DE ESPECIFICIDAD DEL METODO
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A. INFORMACION GENERAL

INGREDIENTE ACTIVO

ORIGEN DEL METODO
CLASIFICACION DEL METODO ANALITICO
ANALISTA
FECHAS DE VALIDACION

VALIDACION CUANTIFICACION CBD E IDENTIFICACION THC
METODO DE ANALISIS PARA MATERIA PRIMA
REPORTE DE LINEALIDAD DEL METODO (REPLICA 1)

CBD

INTERNO
NO OFICIAL
IVAN RODRIGUEZ
30-nov-23

0,995 < R* < 1,00

B. LINEALIDAD
Masa (mg) 25,30856 0.90000 .
% ACTIVO  Cn(mg/mL) CBD/Anetol 0,80000 {4 v =1324x+0,0014
80 0,04049 0,54316 /60000 -
90 0,04556 0,60478 2,50000 -
100 0,05062 0,67071 ,40000 -
110 0,05568 0,73406 -9,30000 -
120 0,06074 0,80662 0,20000 -
0,10000 -
0,00000 T T T —
0,00000 0,02000 0,04000 0,06000 0,08000
CONCENTRACION
C. CALCULOS
PENDIENTE 1,324E+01
INTERCEPTO 1,399E-03
R2 0,9999
D.EVALUACION DE RESULTADOS
CRITERIO DE ACEPTACION
INTERCEPTO = 0

A /'
/1 3
Vo \kl 1

|Revisado por b 1S Fecha: :7

RESULTADO DE LA EVALUACION DE LINEALIDAD DEL METODO

o ff B 2 7]




92

VALIDACION PARA POTENCIA
METODO DE ANALISIS PARA MATERIA PRIMA
REPORTE DE LINEALIDAD DEL METODO (REPLICA 2)

A. INFORMACION GENERAL

B. LINEALIDAD

INGREDIENTE ACTIVO CBD
ORIGEN DEL METODO INTERNO
CLASIFICACION DEL METODO ANALITICO NO OFICIAL
ANALISTA IVAN RODRIGUEZ
FECHAS DE VALIDACION 30-nov-23

D.EVALUACION DE RESULTADOS

CRITERIO DE ACEPTACION

INTERCEPTO = 0
0,995 ﬁnz < 1,00
22 1 7 [ 1
Revisado por /) / wize A Fecha: towlt= '\)

Masa (mg) 25,60748
% ACTIVO Cn (mg/mL CBD/Anetol
0 0,000 0,0 09 7 y=13,431x-0,0016
80 0,0410 0,5471 | 0,8 4 R? = 0,9999
90 0,0461 0,6153 8'; ]
100 0,0512 0,6832 g O 1
110 0,0563 0,7552 T 04 -
120 0,0615 0,8291 D 03
0,2 -
0,1
0,0 ; ; . ;
0,000 0,020 0,040 0,060 0,080
CONCENTRACION
C. CALCULOS
PENDIENTE 1,343E+01
INTERCEPTO -1,599E-03
R2 0,9999

RESULTADO DE LA EVALUACION DE LINEALIDAD DEL METODO
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VALIDACION PARA POTENCIA

A. INFORMACION GENERAL

INGREDIENTE ACTIVO

ORIGEN DEL METODO
CLASIFICACION DEL METODO ANALITICO
ANALISTA
FECHAS DE VALIDACION

B. LINEALIDAD

METODO DE ANALISIS PARA MATERIA PRIMA
REPORTE DE LINEALIDAD DEL METODO (REPLICA 3)

CBD

INTERNO
NO OFICIAL
IVAN RODRIGUEZ
30~-nov-23

0,0800

D.EVALUACION DE RESULTADOS
CRITERIO DE ACEPTACION

INTERCEPTO = 0
0,995 < R* £ 1,00

Masa (mg) 26,00604
% ACTIVO Cn (mg/mL) CBD/Anetol
0 0,0000 0,0000 0,9000 y = 13,29x + 0,0001
80 0,0416 0,5556 0,8000 R?=0,9999
90 0,0468 0,6227 0’;888
100 0, 0520 0,6878 5000
110 0,0572 0,7582 5:4000
120 0,0624 0,8328 19,3000
0,2000
0,1000
0,0000 # . . ;
0,0000 0,0200 0,0400 0,0600
CONCENTRACION
C. CALCULOS
PENDIENTE 1,329E+01
INTERCEPTO 1,373E-04
R2 0,9999

Revisado por  / Fecha:

9
o

-
f. = f

RESULTADO DE LA EVALUACION DE LINEALIDAD DEL METODO

L)
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A, INFORMACION GENERAL

INGREDIENTE ACTIVO CcED
ORIGEN DEL METODO INTERNO
CLASIFICACION DEL METODO ANALITICO NO OFICIAL
ANALISTA IVAN RODRIGUEZ
FECHAS DE VALIDACION 30/11/2023
|z. paTos ExeERIMENTALES
PORCENTAJE CONCENTRACION FACTOR RESPUESTA DESVIACION DESVIACION
EVALUADO (mg/mL) ((cBoiANETOL)CONCENTRACION) | PROMEDIO ESTANDAR El!SE.rLAI:‘T[I,\‘I\: VARIANCIA (5°)

0,0405 13,4135

80 0,0410 13,3521 13,3727 0,03532 0,26410 0,06974799
0,0416 13,3525
0,0456 13,2758

90 0,0461 13,3489 13,3094 0,03690 0,27724 0,07686404
0,0468 13,3035
0,0506 13,2507

100 0,0512 13,3392 13,2709 0,06070 0,45739 0,20920436
0,0520 13,2230
0,0557 13,1839

110 0,0563 13,4047 13,2805 0,11298 0,85075 0,72377184
0,0572 13,2528
0,0607 13,2798

120 0,0615 13,4898 13,3709 0,10772 0,80567 0,64910295
0,0624 13,3430

Shuax= 0,72377184
[ Grasias(G= 0.05; K=5; n=3)=] 0,68 ]
_ Gexp= S2uax/ (ZS)
1 Sexe=] 0,272592 1
Gexp = 0,272592
GragLas(o= 0.05; K=5; n=3)= 0,68

CRITERIO DE ACEPTACION

Grapras (0= 0.05; K=5; n=3) > Gggp

RESULTADO DE LA EVALUACION DE HOMOGENEIDAD DE VARIANCIAS

\ e | )
Revisado por B STAR ¢ Fecha: 7 /- L 7
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A. INFORMACION GENERAL

VALIDACION CUANTIFICACION CBD E IDENTIFICACION THC
METODO DE ANALISIS PARA MATERIA PRIMA
REPORTE DE LINEALIDAD DEL SISTEMA (REPLICA 1)

INGREDIENTE ACTIVO CED
ORIGEN DEL METODO INTERNO
CLASIFICACION DEL METODO ANALITICO NO OFICIAL
ANALISTA IVAN RODRIGUEZ
FECHAS DE VALIDACION 30-nov-23
B. LINEALIDAD
Masa (mg) 26,20532
% ACTIVO Cn (mg/mL) CBD/Anetol
0 0, 000E+00 0 § ¥ 13'33;8:;0'0008
80 0,0419 0,5578 14
90 0,0472 0,6250 14
100 0,0524 0, 6991 11
110 0, 0577 0,7704 8 1
120 0,0629 0,8385 0 -
0 N
0 4
0 T 2 T 1
% 0,000E+00 2,000E-02 4,000E-02 6,000E-02 8,000E-02
4
)
cﬂ) CONCENTRACION
C. CALCULOS
PENDIENTE 1,334E+01
INTERCEPTO -7,710E-04
R2 1,0000

D.EVALUACION DE RESULTADOS

CRITERIO DE ACEPTACION

INTERCEPTO
0,995 < R?

= 0
< 1,00

/7 /
Revisado por /", //(,v

RESULTADO DE LA EVALUACION DE LINEALIDAD DEL SISTEMA

1 Fecha: 7/2' Z)




96

A. INFORMACION GENERAL

B. LINEALIDAD
Masa (mg)

C. CALCULOsS

D.EVALUACION DE RESULTADOS
CRITERIO DE ACEPTACION

INTERCEPTO = 0
0,995< R® < 1,00

VALIDACION PARA POTENCIA
METODO DE ANALISIS PARA MATERIA PRIMA

INGREDIENTE ACTIVO

ORIGEN DEL METODO
CLASIFICACION DEL METODO ANALITICO
ANALISTA
FECHAS DE VALIDACION

26,60388

% ACTIVO Cn (mg/mL) CBD/Anetol

0 0, 0000 0, 0000
80 0,0426 0,5626
30 0,0479 0, 6382
100 0,0532 0,7072
110 0,0585 0,7724
120 0,0638 0,8436

PENDIENTE

INTERCEPTO

R2

REPORTE DE LINEALIDAD DEL SISTEMA (REPLICA 2)

CED

INTERNO
NO OFICIAL
IVAN RODRIGUEZ
30-nov-23

0,9000 -
0.8000 -
07000 -
/6000 -
'5000 -
'4000 -
13000 -
92000 -
0.1000 -

y =13,229x + 0,0008
R? =0,9999

0,0000
0,0000

0,0200 0,0400 0,0600

CONCENTRACION

0,0800

AL

Revisado por

RESULTADO DE LA EVALUACION DE LINEALIDAD DEL SISTEMA

Fecha: 7‘/171’)
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VALIDACION PARA POTENCIA
METODO DE ANALISIS PARA MATERIA PRIMA
REPORTE DE LINEALIDAD DEL SISTEMA (REPLICA 3)

A. INFORMACION GENERAL

B. LINEALIDAD

% ACTIVO
0
80
90
100
110
120

C. CALCULOS

INGREDIENTE ACTIVO CED
ORIGEN DEL METODO INTERNO
CLASIFICACION DEL METODO ANALITICO NO OFICIAL
ANALISTA IVAN RODRIGUEZ
FECHAS DE VALIDACION 30-nov-23
Masa (mg) 26,50424
Cn (mg/mL) CBD/Anetol
0,00 1,  y=13633x-0,014
0,042 0,5602 1 1 R? =0,9987
0,048 0,6396 | g 1
0,053 0,7095 2 14
0,058 0,7855 G i
0,064 0,8486 3 g
0 o
0 -

0,00 0,02 0,04 0,06

CONCENTRACION

0,08

PENDIENTE 1,363E+01
INTERCEPTO -1,400E-02
R2 0, 9987

D.EVALUACION DE RESULTADOS

CRITERIO DE

ACEPTACION

INTERCEPTO = 0
0,995 < R®> < 1,00

Revisado por

RESULTADO DE LA EVALUACION DE LINEALIDAD DEL SISTEMA

/)/‘\\( Fecha: 7/2’27
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A. INFORMACION GENERAL

INGREDIENTE ACTIVO MENTOL
ORIGEN DEL METODO INTERNO
CLASIFICACION DEL METODO ANALITICO NO OFICIAL
ANALISTA IVAN RODRIGUEZ
FECHAS DE VALIDACION 30/11/2023
B. DATOS EXPERIMENTALES
PORCENTAJE CONCENTRACION FACTOR RESPUESTA DESVIACION DESVIACION
PROMEDIO ESTANDAR VARIANCIA (S7)
EVALUADO (ppm) SERAL/ICONCENTRACION ESTANDAR EATIA &)
0,0419 3,3030
80 ,0426 3,2172 13,2436 0,05159 0,38954 0,15174
0424 32105
,0472 3,2501
90 0,0479 13,3265 13,3786 0,16097 1,20317 1,44761
00477 13,5592
0,0524 13,3382
100 0,0532 13,2909 13,3379 0,04679 0,35078 0,12305
0,0530 13,3845
0,0577 13,3623
110 0,0585 13,1973 13,3438 0,13810 1,03494 1,07109
0,0583 13,4716
0,0629 13,3319
120 0,0638 13,2117 13,2947 0,07200 0,54160 0,29333
0,0636 13,3404
Sax = 1,44760770
I Grasias(0= 0.05; K=5; n=3) =] 0,68 |
Gexp= S2uax/ (ZS)
l Gep=| 0,411250 1
Cexp= 0,411250
Graswas(a= 0.05; K=5; n=3)= 0,68

CRITERIO DE ACEPTACION

Gragras (0= 0.05; K=5; n=3) > Gpep

RESULTADO DE LA EVALUACION DE HOMOGENEIDAD DE VARIANCIAS

71
/1 /

i ) _ 9
iRevlsado por v R AT Fecha: 7 / 2 V4 )
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ROBUSTEZ CBD EN MUESTRA

CLASIFICACION DEL METODO ANALITICO

99

CBD

INTERNO
NO OFICIAL
IVAN RODRIGUEZ
30-nov-23

FD (mL) MUESTRA 100%
500 Masa madre (mg) 26,1
NUMERO Cn (mg/mL) CBD/Anetol
i 0,69706 0, 69706
2 0,70104 0,70104
3 0,69938 0,69938
0,704440
MUESTRA 100%
Masa madre (mg) 26,8
NUMERO Cn (mg/mL) CBD/Anetol
1 0,05341 0,71827
2 0,05341 0,72770
3 0,05341 0,72525

0,682047849

PORCENTAJE DE POTENCIA

A. INFORMACION GENERAL
#|REF!
ORIGEN DEL METODO
ANALISTA
FECHAS DE VALIDACION
|B. DATOS EXPERIMENTALES
'VALIDADOR
PATRON
Masa madre (mg) 26,3
NUMERO Cn (mg/mL) CBD/Anetol
1 0,05241 0,70183
2 0,05241 0,70274
3 0,05241 0,70423
4 0,05241 0,70822
5 0,05241 0,70518
X 0,052411
AUXILIAR
PATRON
Masa madre (mg) 25,7
NUMERO Cn (mg/mL) CBD/Anetol
1 0,05121 0,67688
2 0,05121 0,68309
3 0,05121 0,68403
4 0,05121 0,68235
5 0,05121 0,68388
X 0,05121496
POTENCIA 99, 64
PORCENTAJE DE POTENCIA
99,35 % 100, 62
99,92 % 101,95
99, 68 % 101,60
PROMEDIO 100,5
DESVIACION ESTANDAR 1,06
COEFICIENTE DE VARIACION 1,06 %
D .EVALUACION DE RESULTADOS
CRITERIO DE ACEPTACION MENOR QUE 2%
|Revisado por /‘7 A

Z-71-1)

%
%
%
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VALIDACION CUANTIFICACION CBD E IDENTIFICACION THC
METODO DE ANALISIS PARA MATERIA PRIMA
REPORTE DE EXACTITUD AL 80%

A. INFORMACION GENERAL

INGREDIENTE ACTIVO CED
ORIGEN DEL METODO INTERNO
CLASIFICACION DEL METODO ANALITICO NO OFICIAL
ANALISTA IVAN RODRIGUEZ
FECHAS DE VALIDACION 30-nov-23

B. DATOS EXPERIMENTALES

PATRON 80% MUESTRA 80%
NUMERO  Cn (mg/mL) CBD/Anetol NUMERO  teérica (mg/ CBD/Anetol bl
1 0,0419 0,5578 1 0,0405 0,5432 0,0402
2 0,0426 0,5626 2 0,0410 0,5471 0,0405
3 0,0424 0,5602 3 0,0416 0,5556 0,0411
0,0423 0,5602 0,5602
C. CALCULOS
%= Cst/Cm*Am/Ast*POT Cst Cn patron
POTENCIA 99, 64 Cn Cn muestra
Am Area muestra
Ast Area patron
POT Potencia del patron

PORCENTAJE DE RECUPERACION

79,4 % R// 99,2

79,0 % 98,8

79,0 % 98,8
RECUPERACION PROMEDIO 79,2 %
IDESVIACION ESTANDAR 0,20 %
COEFICIENTE DE VARIACION 0,26 %

|D.EVALUACION DE RESULTADOS

CRITERIO DE ACEPTACION

RECUPERACION PROMEDIO ENTRE 98 y 102

RESULTADO DE LA EVALUACION DE EXACTITUD DEL METODO AL 80%

Revisado por f/‘ 4«. L Fecha: 7 . fl-17
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A. INFORMACION GENERAL

INGREDIENTE ACTIVO

ORIGEN DEL METODO
CLASIFICACION DEL METODO ANALITICO
ANALISTA
FECHAS DE VALIDACION

B. DATOS EXPERIMENTALES

PATRON
NUMERO Cn (mg/mL) CBD/Anetol
2 0,0524 0,6991
2 0,0532 0,7072
3 0,0530 0,7095
0,0529 0,7052
C. CALCULOS

%= Cst/Cm*Am/Ast*POT
POTENCIA 99, 64 %

PORCENTAJE DE RECUPERACION

98,2 % R//

98,9 %

98,0 %
RECUPERACION PROMEDIO 98,4 %
|DESVIACION ESTANDAR 0,45 %
COEFICIENTE DE VARIACION 0,46 %

D.EVALUACION DE RESULTADOS

CRITERIO DE ACEPTACION

RECUPERACION PROMEDIO ENTRE 98 y 102
COEFICIENTE DE VARIACION MENOR QUE 3%

VALIDACION CUANTIFICACION CBD E IDENTIFICACION THC
METODO DE ANALISIS PARA MATERIA PRIMA
REPORTE DE EXACTITUD AL 100%

CBD

INTERNO
NO OFICIAL
IVAN RODRIGUEZ
30-nov-23

MUESTRA 100%

NUMERO Cn tedérica CBD/Anetol
1 0,0506 0,6707
2 0,0512 0,6832
3 0,0520 0,6878

Cst Cn patron
Cm Cn muestra
Am Area muestra
Ast Area patron
POT Potencia del patron
98,2
98,9
98,0

Cn real
0,04970
0,05063
0,05098

Revisado por

RESULTADO DE LA EVALUACION DE EXACTITUD DEL METODO AL 100%

/) '/ 9

i hy ~r e 2 7
() i X Fecha: Z./1-27
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e e e e
VALIDACION CUANTIFICACION CBD E IDENTIFICACION THC
METODO DE ANALISIS PARA MATERIA PRIMA
REPORTE DE EXACTITUD AL 120%

A. INFORMACION GENERAL

INGREDIENTE ACTIVO CBD
ORIGEN DEL METODO INTERNO
CLASIFICACION DEL METODO ANALITICO NO OFICIAL
ANALISTA IVAN RODRIGUEZ
FECHAS DE VALIDACION 30-nov-23

B. DATOS EXPERIMENTALES

D.EVALUACION DE RESULTADOS

CRITERIO DE ACEPTACION

RECUPERACION PROMEDIO ENTRE 98 y 102
COEFICIENTE DE VARIACION MENOR QUE 3%

PATRON MUESTRA 120%
NUMERO Cn (mg/mL) CBD/Anetol NUMERO
1 0,0629 0,8385 1 0,0607 0,8066
2 0,0638 0,8436 2 0,0615 0,8291
3 0,0636 0,8486 3 0,0624 0,8328
0,0635 0,8435408
C. CALCULOS
%= Cst/Cm*Am/Ast*POT Cst Cn patron
POTENCIA 399, 64 % Cm Cn muestra
Am Area muestra
Ast Area patron
POT Potencia del patron
PORCENTAJE DE RECUPERACION
118,2 % R// 98,5
120,1 & 100,1
118,8 % 99,0
RECUPERACION PROMEDIO 119,1 %
DESVIACION ESTANDAR 0,97 %
COEFICIENTE DE VARIACION 0,81 %

Cn tedrica CBD/Anetol 1 real (mg/ml

0,0598476
0,0615215
0,0618006

./,”,/(\,‘1 -#£1=19

Revisado por

Fecha:

RESULTADO DE LA EVALUACION DE EXACTITUD DEL METODO AL 120%
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VALIDACION CUANTIFICACION CED E IDENTIFICACION THC
METODO DE ANALISIS PARA MATERIA PRIMA
REPORTE DE PRECISION DEL METODO

A. INFORMACION GENERAL

INGREDIENTE ACTIVO CED
ORIGEN DEL METODO INTERNO
CLASIFICACION DEL METODO ANALITICO NO OFICIAL
ANALISTA IVAN RODRIGUEZ
FECHAS DE VALIDACION 30-nov-23

B. DATOS EXPERIMENTALES

PRECISION AL 80%

NUMERO RECUPERACION DESVIACION ESTANDAR COEF. VARIACION (%)
1 99,2 % 0,25 % 0,26 %
2 98,8 %
3 98,8 %

PRECISION AL 100%

NUMERO RECUPERACION DESVIACION ESTANDAR COEF. VARIACION
1 98,2 % 0,45 % 0,46 %
2 98,9 %
3 98,0 %

PRECISION AL 120%

|NUMERO RECUPERACION (%) DESVIACION ESTANDAR COEF. VARIACION
1 98,5 % 0,81 % 0,81 %
2 100,1 %
3 99,0 %

C. CALCULOS

RECUPERACION PROMEDIO 98,8 %

|DESVIACION ESTANDAR 0,61

COEFICIENTE DE VARIACION 0,62 %

|{D.EVALUACION DE RESULTADOS

CRITERIO DE ACEPTACION

COEFICIENTE DE VARIACION MENOR AL 3%

RESULTADO DE LA EVALUACION DE PRECISION DEL METODO

|Revisado por 74 /K‘ (S Fecha: T 2l )
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A

|NUMERO

PROMEDIO DE

C. CALCULOS

COEFICIENTE

CRITERIO DE

VALIDACION CUANTIFICACION CBD E IDENTIFICACION THC
METODO DE ANALISIS PARA MATERIA PRIMA
REPORTE DE PRECISION DEL SISTEMA

INFORMACION GENERAL

INGREDIENTE ACTIVO

ORIGEN DEL METODO
CLASIFICACION DEL METODO ANALITICO
) ANALISTA
FECHAS DE VALIDACION

B. DATOS EXPERIMENTALES

CBD

INTERNO
NO OFICIAL
IVAN RODRIGUEZ
30-nov-23

ESTANDAR 100%

LECTURAS PROMEDIO

|{DESVIACION ESTANDAR

CBD/Anetol Masa madre (mg) Cn (mg/mL) CBD/Anetol/Cn
0,6991 26,2053 0,0524 13,3382
0,7072 26,6039 0,0532 13,2908
0,7095 26,5042 0,0530 13,3845
0,0529

LECTURAS 0,7052

0,7

0,01

DE VARIACION 0,78 &

{D.EVALUACION DE RESULTADOS

ACEPTACION

COEFICIENTE DE VARIACION MENOR AL 3%

|Revisado por

RESULTADO DE LA EVALUACION

Ay

Fecha:

DE PRECISION DEL SISTEMA

Z.2-17
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VALIDACION CUANTIFICACION CBD E IDENTIFICACION THC
METODO DE ANALISIS PARA MATERIA PRIMA
RESULTADO DE LA VALIDACION

A. INFORMACION GENERAL

INGREDIENTE ACTIVO

ORIGEN DEL METODO
CLASIFICACION DEL METODO ANALITICO
ANALISTA
FECHAS DE VALIDACION

B. ESPECIFICIDAD

PROMEDIO DE LECTURAS PLACEBO
DESVIACION ESTANDAR

PROMEDIO DEL LECTURAS PATRON
DESVIACION ESTANDAR

PORCENTAJE DEL PLACEBO EN TABLETAS

RESULTADO

C. LINEALIDAD DEL METODO

PENDIENTE

INTERCEPTO

COEFICIENTE DE CORRELACION
RESIDUALES

RESULTADO

D. LINEALIDAD DEL SISTEMA

PENDIENTE
INTERCEPTO
COEFICIENTE DE CORRELACION
RESIDUALES

RESULTADO

E. EXACTITUD AL 80, 100 Y 120%

EXACTITUD AL 80%
RECUPERACION PROMEDIO
DESVIACION ESTANDAR
COEFICIENTE DE VARIACION

RESULTADO A’Cv,'l ‘77'/3'&7

CBD

INTERNO
NO OFICIAL
IVAN RODRIGUEZ
30-nov-23

0,00
0,00

0,68
0,02

1,332E+01
-2,112E-05
0,9999
0,00

0,000

1,340E+01
-4,667E-03
0,9995
0,00

0,000

79,2
0,20
0,26

op

ae oe

0,000
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EXACTITUD AL 100%

RECUPERACION PROMEDIO 98,4 %
DESVIACION ESTANDAR 0,45
COEFICIENTE DE VARIACION 0,46 %
RESULTADO 0,000

EXACTITUD AL 120%

RECUPERACION PROMEDIO 119,1 %
DESVIACION ESTANDAR 0,97
COEFICIENTE DE VARIACION 0,81 %
RESULTADO 0,000

F. PRECISION DEL METODO

RECUPERACION PROMEDIO 98,8 %
DESVIACION ESTANDAR 0,61
COEF. DE VARIACION TOTAL 0,62 %
RESULTADO 0,0

G. PRECISION DEL SISTEMA

LECTURAS PROMEDIO 0,0
DESVIACION ESTANDAR 0,01
COEF. DE VARIACION TOTAL 0,78 %
RESULTADO 0,0

RESULTADO DE LA VALIDACION DEL METODO

A - APROBADO :
. 7
Revisado por Il £ Fecha: 7 =fl=d )
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VALIDACION CUANTIFICACION CBD E IDENTIFICACION THC
METODO DE ANALISIS PARA MATERIA PRIMA
TABLA DE RESULTADOS DE LA VALIDACION

A. INFORMACION GENERAL

INGREDIENTE ACTIVO CBD
ORIGEN DEL METODO INTERNO
CLASIFICACION DEL METODO ANALITICO NO OFICIAL
ANALISTA IVAN RODRIGUEZ
FECHAS DE VALIDACION 30-nov-23
B. RESULTADOS
UNIFORMIDAD
PRUEBA RESULTADO
Exactitud Conforme
Precisibén Sistema Conforme
Precisidén Método Conforme
Especificidad Conforme
Linealidad Método Conforme
Linealidad Sistema Conforme

CONCLUSIONES

EL METODO ESTA VALIDADO

, /7 - :
Hecho por: // £y Revisado por: AR / : _ Z )




Anexo 9. Portada del protocolo de validacion del método analitico planteado

LABOFRATORIQS ZEPOL, 5.A.
FROTOCOLO DE VALIDACTON PARA METODOS ANALITICOS
CODIGO PROCANA-2023.00]1 VERSION 01

Protocolo de validacion de
meétodo analitico

Metodo analitico de identificacion
de TCH vy cuantificacion de CBD en
CBD materia prima por

cromatografia liguida de alta
resolucion (HPLC)

CODIGO: PRO-ANA-2023-001

LABORATORIOS

ZEPOL:

DOC: F-50P-LAE-02.01 10234
VERSION: 04{ 15-01-2023)
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Anexo 10. Portada del Reporte de validacién del método analitico planteado

LABDIATORIOS IEFOL, 5.4
BEEFORTE FROT OO0 DE. WALTDCTON FARs M TODS ANALITIO0E

CDINCCE FRO-ANA-2 003 -00d. VERSDON il

Reporte de protocolo de
Validacion del Método
Analitico

Hombre dal Métodio M&todo analitico de ldentificaclin de TCH
y cuantifcacion de CED en CBD materla
prima por cromatografia liquida dea alta
reaclucicn [HPLG)

Ciodigo del Dacumento PRO-4H&-2023-001

LABORATORIDS

ZEPOL
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