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RESUMEN
Los métodos analiticos que se utilizan en productos de cannabis y derivados, deben ser respaldados
por los mas altos parametros de calidad y confiabilidad y de esta manera garantizar que el proceso
de validacion cumpla con las normas internacionales. Objetivo: Evaluar la validacion de una
técnica analitica, segun estandares internacionales, para determinar la potencia de cannabidiol,
tetrahidrocannabinol y cannabigerol en aceite por cromatografia liquida de alto rendimiento en
laboratorio farmacéutico. Metodologia: La validacion de método analitico es de tipo deductivo,
cuantitativo, aplicado y de disefio no experimental, observacional y transversal. Resultados: RSD
de la precision instrumental de las areas de los picos y tiempo de retencion fueron menor a 2,0%.
En exactitud se obtuvo recuperaciones de 99,7%, 100,6% y 100,7% para los analitos CBD, THC
y CBG, respectivamente. La prueba estadistica de G-tablas, la cual debié ser menor a 0,870, se
obtuvieron los datos 0,647, 0,447 y 0,486 para los analitos CBD, THC y CBG, respectivamente.
Para Precision intermedia, se midio el RSD entre analistas, se hall6 un RSD de 1,0, 1,1y 0,9 para
los analitos CBD, THC y CBG, respectivamente. Para las pruebas de linealidad de método y
sistema, se obtuvo coeficientes de correlacion (r) y determinacion (r?) de 0,999 para los 3 analitos.
Conclusion: la implementacion del método analitico para determinar la potencia de CBD, THC y
CBG en aceite mediante la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) cumple con los

resultados estadisticos requeridos que garantizan confiabilidad y calidad para los usos previstos.

Palabras Clave: Validacién, Potencia, HPLC, RSD, CBD, THC y CBG
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ABSTRACT
The analytical methods used in cannabis products and derivatives must be supported by the highest
quality and reliability parameters and in this way guarantee that the validation process complies
with international standards. Objective: To evaluate the validation of an analytical technique,
according to international standards to determine the potency of cannabidiol, tetrahydrocannabinol
and cannabigerol in oil by high performance liquid chromatography in a pharmaceutical
laboratory. Methodology: The validation of the analytical method is of a deductive, quantitative,
applied type and of a non-experimental, observational and cross-sectional design. Results: RSD
of the instrumental precision of the peak areas and retention time were less than 2.0%. In accuracy
test, recoveries of 99.7%, 100.6% and 100.7% were obtained for the CBD, THC and CBG analytes,
respectively. The statistical test of G-tables, which should have been less than 0.870, obtained the
data 0.647, 0.447 and 0.486 for the CBD, THC and CBG analytes, respectively. For Intermediate
Precision, the inter-analyst RSD was measured, finding an RSD of 1.0, 1.1, and 0.9 for the CBD,
THC, and CBG analytes, respectively. For the method and system linearity tests, correlation (r)
and determination (r2) coefficients of 0.999 were obtained for the 3 analytes. Conclusion: the
implementation of the analytical method to determine the potency of CBD, THC and CBG in oil
using high performance liquid chromatography (HPLC) meets the required statistical results that

guarantee reliability and quality for the intended uses.

Keywords: Validation, potency, HPLC, RSD, CBD, THC and CBG
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INTRODUCCION
El presente trabajo de investigacion se fundamento en la necesidad de buscar una técnica analitica
validada que sea eficiente y confiable para poder determinar la potencia de cannabidiol (CBD),
tetrahidrocannabinol (THC) y cannabigerol (CBG) en aceite por cromatografia liquida de alto
rendimiento ya que la potencia se basa en la concentracion o contenido de la muestra en
comparacion a un estandar de referencia (1). Un elemento importante es que la concentracion de
THC, CBD, o CBG varian dependiendo de la genética, condiciones de crecimiento, preparacion y
extraccion (2). Asi mismo, Este proyecto presenta la importancia de la concentracion del uso del
cannabidiol y otros fitocannabinoides de formas medicinales y recreacionales desde un punto de
vista tanto nacional e internacional que en los ultimos afios se ha mantenido constante, ademas, se

conocio como diversos cannabinoides que interactuaron con las condiciones de cromatografia.

En relacion con lo mencionado, esta investigacion esta compuesta por 5 capitulos: EI Capitulo I,
se describe un enfoque de la realidad problemaética que comprende una formulacion del problema
de investigacion, asi como los problemas generales, problemas especificos, asi mismo, formulando
los objetivos para poder determinar las etapas de la ejecucion de la investigacion. En el Capitulo
I1, se encuentra el marco tedrico donde se describen los antecedentes de la investigacion, las bases
tedricas, capitulo 111, muestra la metodologia conformada por el método, el enfoque, el tipo, el
disefio de investigacion, incluyendo la poblacion, la muestra, el muestreo, el cuadro de las
variables y su operacionalizacion, asi mismo, se describe las técnicas y el instrumento para la
recoleccion de datos, el procesamiento, analisis de los datos y aspectos éticos. Capitulo IV, registra
los resultados en forma de tablas y graficos de manera que también se encuentra la discusion de
los mismos. Capitulo V, se detallan las conclusiones en las que da respuesta a cada objetivo de la

investigacion y las recomendacion



CAPITULO I: EL PROBLEMA

1.1. Planteamiento del problema

El mercado actual de productos con cannabinoides y sus derivados ha aumentado en muchas
partes del mundo y en especial en los Estados Unidos (3). Hay una gran demanda de parte del
consumidor por productos con cannabinoides debido a motivos medicinales o recreacionales por
lo que conocer su concentracién o potencia es primordial. En un estudio se hallé que, de 84
productos con cannabinoides, 34 de estos tenian concentraciones menores a su rotulo y 22 tenian
concentraciones mayores a su etiquetado (4, 5,6). Estos hallazgos resaltan la necesidad de
monitorear productos con cannabis medicinal. En otro estudio, de 75 productos comprados al
azar en farmacias de San Francisco, Los Angeles y Seattle solo demostré el rétulo correcto para
el contenido de Tetrahidrocannabinol/cannabidiol en 17%. Mientras tanto, alrededor del 60 % de
los productos estan etiquetados con concentraciones en exceso de lo que se indica, con al menos
un 10 % menos de contenido de cafiamo. En otra investigacién, en la ciudad de Wisconsin, dell
productos de aceites de cannabis, 4 de estos no tenia etiquetado la concentracion exacta de sus
cannabinoides y solo 4 estuvieron correctamente rotulados. Ademas, se hall6 que algunos
productos que no poseian en su rotulo el tetrahidrocannabinol, al realizar el estudio cuantitativo,
se encontrd su presencia. Esto podria generar problemas en personas que no deberian poseer este

cannabinoide en sus exdmenes de salud o por otros motivos (7,8).

La importancia de conocer la concentracion de los cannabinoides puede reducir efectos adversos.
Por ejemplo, el farmaco Carbazepina (Tegretol) es usado como tratamiento para la epilepsia con
una dosis de 200 mg al dia, pero al presentar una interaccion con cannabidiol puede reducir la

velocidad con que el organismo produce la descomposicién de la carbazepina, puesto que, al



incrementar los valores de carbazepina en el organismo hace que aumente las reacciones adversas
como somnolencia, entre otros. En otro ejemplo, se debe prevenir la administracion de
benzodiacepinas para aliviar la ansiedad en Alzheimer, al juntar este farmaco con cannabidiol
puede resultar perjudicial para la salud del paciente, porque hace que presente mayor reaccion
adversa que forma parte de la eliminacion del sistema nervioso central ocasionando pérdida de

memoria, mareos, desmayos, entre otros (9,10).

Segun la farmacopea americana, la validacion de una técnica analitica es el proceso en el cual se
establece la utilidad en las aplicaciones analiticas previstas. Las peculiaridades representativas de
una validacién analitica son exactitud, especificidad, linealidad, precisién y robustez. Conforme
la Direccion General de Medicamentos, Insumos y Drogas (DIGEMID), los procedimientos
analiticos no farmacopéicos deben ser validados de concertar con un protocolo de autenticacion,
incluidos los parametros de rendimiento el andlisis se prueba contra diferentes tipos de

procedimientos analiticos (11,12).

1.2. Formulacion del problema

1.2.1. Problema general
¢Como es la validacién de una técnica analitica para determinar la potencia de
cannabidiol, tetrahidrocannabinol y cannabigerol en aceite por cromatografia liquida de

alto rendimiento en laboratorio farmacéutico. Lima-2022?

1.2.2. Problemas especificos
a. ¢Cudl es la validacion de una técnica analitica en su dimensién exactitud, para

determinar la potencia de cannabidiol, tetrahidrocannabinol y cannabigerol en aceite



por cromatografia liquida de alto rendimiento en laboratorio farmacéutico. Lima-
2022?

¢Cual es la validacion de una técnica analitica en su dimension especificidad, para
determinar la potencia de cannabidiol, tetrahidrocannabinol y cannabigerol en aceite
por cromatografia liquida de alto rendimiento en laboratorio farmacéutico. Lima-
2022?

¢Cuél es la validacion de una técnica analitica en su dimension precision, para
determinar la potencia de cannabidiol, tetrahidrocannabinol y cannabigerol en aceite
por cromatografia liquida de alto rendimiento en laboratorio farmacéutico. Lima-
2022?

¢Cual es la validacién de una técnica analitica en su dimension linealidad, para
determinar la potencia de cannabidiol, tetrahidrocannabinol y cannabigerol en aceite
por cromatografia liquida de alto rendimiento en laboratorio farmacéutico. Lima-
2022?

¢Cual es la validacion de una técnica analitica en su dimension robustez, para
determinar la potencia de cannabidiol, tetrahidrocannabinol y cannabigerol en aceite
por cromatografia liquida de alto rendimiento en laboratorio farmacéutico. Lima-
2022?

¢En qué medida se da la validacion de una técnica analitica para determinar la potencia
de cannabidiol, tetrahidrocannabinol y cannabigerol en aceite por cromatografia

liquida de alto rendimiento en laboratorio farmacéutico. Lima-2022?



1.3. Objetivos de la investigacion

1.3.1 Objetivo general

Evaluar la validacion de una técnica analitica, segun estandares internacionales, para

determinar la potencia de cannabidiol, tetrahidrocannabinol y cannabigerol en aceite por

cromatografia liquida de alto rendimiento en laboratorio farmacéutico.

1.3.2 Objetivos especificos

a.

Determinar la validacion de una técnica analitica en su dimension exactitud para
determinar la potencia de cannabidiol, tetrahidrocannabinol y cannabigerol en aceite
por cromatografia liquida de alto rendimiento en laboratorio farmacéutico.

Identificar la validacidn de una técnica analitica en su dimension especificidad para
determinar la potencia de cannabidiol, tetrahidrocannabinol y cannabigerol en aceite
por cromatografia liquida de alto rendimiento en laboratorio farmacéutico.

Identificar la validacion de una técnica analitica en su dimension precision para
determinar la potencia de cannabidiol, tetrahidrocannabinol y cannabigerol en aceite
por cromatografia liquida de alto rendimiento en laboratorio farmacéutico.

Identificar la validacion de una técnica analitica en su dimension linealidad para
determinar la potencia de cannabidiol, tetrahidrocannabinol y cannabigerol en aceite
por cromatografia liquida de alto rendimiento en laboratorio farmacéutico.

Determinar la validacion de una técnica analitica en su dimension robustez para
determinar la potencia de cannabidiol, tetrahidrocannabinol y cannabigerol en aceite

por cromatografia liquida de alto rendimiento en laboratorio farmacéutico.



f. Determinar la validacion de una técnica analitica para determinar la potencia de
cannabidiol, tetrahidrocannabinol y cannabigerol en aceite por cromatografia liquida

de alto rendimiento en laboratorio farmacéutico

1.4. Justificacion de la investigacion

1.4.1 Tedrica

La profundizacién y actualizacion acerca del tema de investigacion sirve para ahondar
tedricamente en el analisis cuantitativo de cannabinoides en aceite, implementando un
método analitico validado. Asi mismo, se conocié como los distintos cannabinoides que
interacttan con las condiciones de cromatografias y otros factores. Por consiguiente, se
ahondé y al mismo tiempo ayudo a que se fortalezca la actualizacion del conocimiento
cientifico, ademas de los resultados que se hallaron los cuales se demostré que esta
informacion es una fuente con una gran importancia y relevancia que promovera el interés

de los profesionales para futuras investigaciones sobre fitocannabinoides.

1.4.2 Metodoldgica

La metodologia de la presente investigacion sirve para el estudio de cannabinoides en
aceite implementando un método analitico validado ya que se pretendié usar condiciones
de cromatografias tnicas como el flujo de fase mavil, fase movil isocrética, detector con
onda de 230nm, cantidad y tiempo de inyeccion y la preparacion de muestra no usadas en
otras metodologias. De la misma forma, los estandares que se utilizaron en los
procedimientos metodoldgicos son certificados que aseguran resultados confiables y

comprobados sobre los objetivos planteados.



1.4.3 Préactica
Los resultados de la presente investigacion sirven para el analisis cuantitativo de
cannabinoides en aceite, implementando un método analitico validado, el cual se tuvo

como referencia la farmacopea americana, la ICH y la AEFI.

1.5. Limitaciones de la investigacién

Una de las vallas para desarrollar este proyecto de investigacion fue la adquisicion y uso
de los estandares de referencia que se obtienen desde el extranjero. Ademas, de los
reactivos, equipos y materiales necesarios para completar la tesis. Sin embargo, se obtuvo
el apoyo del laboratorio Altitude Consulting Peru para utilizar todo lo mencionado. Por
otro lado, se cont6 con el apoyo de los investigadores del laboratorio citado para realizar
correctamente y en un plazo de trabajo, que durd 6 meses (Junio — Noviembre), de los
cuales se aprovecho el tiempo maximo para validar el método analitico. Ademas, otra
delimitacion de recursos fue obtener informacion de métodos validados para cannabis en
el idioma espafiol. Se tuvo que traducir muchas referencias para poder comprender la

informacion detallada de cada investigacion.



CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

Tapia, et al., (2016) el presente trabajo de investigacion obtuvo como objetivo “evaluar la
validez de una técnica analitica para definir la cuantificacion de cannabidiol por cromatografia
liquida de alta resolucion”. Realizd un estudio experimental, mediante el método analitico por
cromatografia liquida (HPLC). Se aplicé diferentes pardmetros como fase mavil, linealidad,
especificidad, precision, exactitud. Se empez6 a llevar a cabo la técnica analitica para determinar
tres de los primordiales Cannabinoides como el cannabinol (CBN), 9- Tetrahidrocannabinol
(THC) y cannabidiol (CBD) estos métodos se efectuaron con estandares de relacion de los
cannabinoides indicados para la resolucion de los parametros de validacion recomendado por el
Instituto de Salud Publica (ISP). Todos los pardmetros indicaron que una de las muestras en el
comercio de cosméticos obtuvo concentraciones de tres tipos de cannabinoides, la siguiente

muestra del producto cosmético solo obtuvo una baja concentracion de CBD. (13)

Moore, et al., (2022) en el presente trabajo de investigacion obtuvo como objetivo “elaborar un
proceso simple de cromatografia liquida de alta productividad de fase inversa (RP-HPLC)
otorgada la determinacion y validacion del ensayo de cannabidiol y Tetrahidrocannabinol en
productos infundidos con aceite de cdafiamo.” El método RP-HPLC fue desarrollado y mejorado
con respecto a la concentracion de fase movil, caudal de flujo, seleccidn de columna y longitud
de onda del detector. Se hallé que la fase mdvil que contenia 75/25 acetonitrilo/agua v/v a un
fluido de 1,5 ml/min se envié al detector ultravioleta (UV/Vis) utilizando 214 nm optimiz6 los
resultados. Los parametros de validacion de se analizaron incluy6 especificidad, precision, rango,

linealidad, precision, idoneidad y solidez del sistema. Se confirm6 que el método es adecuado



para su uso en el control de calidad de rutina y las pruebas de CBD y THC en aceite de cafiamo.

(14)

Ibafiez, et al., (2021) en el presente trabajo de investigacién obtuvo como objetivo “determinar
en varias muestras que incorporen una de origen natural para el estudio del cannabidiol”.
Realiz6 un estudio experimental, mediante la técnica analitica por cromatografia liquida y
cromatografia de gases. Se aplicé diferentes parametros de concentraciones como fase mavil,
calibrados y, estudio de fase mdvil en determinaciones de adulterantes y CBD. Se hallé que en la
longitud de onda que tuvo mayor absorcion fue de 206 nm, para la fase movil fue usada en
extractos de planta de cannabis el cual es 10% agua, 60% metanol y 30% acetonitrilo. Se evalu6
el pico del CBD con un patron de 10 ppm y 20 ppm que se logra a los 3 min en la fase a limite
de cuantificacion 0.34ppm y, limite de deteccion 0.11ppm, para la fase b con un tiempo de 1.1min
a limite de cuantificacion 0.48ppm y limite de deteccion 0.16 ppm. Se logré determinar la

concentracion de cannabidiol usando este método. (15)

Patel, et al., (2017) en su trabajo de investigacion obtuvo como objetivo “presentar un método
preciso y de alto rendimiento para la determinacion cuantitativa de varios cannabinoides en
materias primas de plantas de cannabis mediante cromatografia liquida de alta presion (HPLC)
con un detector de matriz de diodos (DAD)”. Se realizé un estudio experimental usando una
columna cromatografica Agilent Poroshell 120 SB-C18 demostrando una alta precision para
todos los analisis especificos con tiempos de analisis cortos de 10 minutos. La nueva columnay
el cambio de fase movil garantizaron la separacion de cannabidiol (CBD) y cannabigerol (CBG),
asi como de cannabigerol y acido tetrahidrocannabindlico (THCA). ElI método analitico valido6
aquellos parametros de rendimiento como la especificidad, linealidad, sensibilidad, exactitud,

precision y estabilidad. Se hallé la derivacion estandar relativa compuesta (% RSD) para la



precision momentanea y diaria de los ocho analisis oscil6 entre 2,5 % y 5,2 % y entre 0,28 % y
5,5 %, respectivamente. Los estudios repetidos oscilaron entre el 1,1 % y el 55 %. La
recuperacion de las muestras de fondo de cannabis dentado fue superior al 90 % para todos los

andlisis, excepto para el delta-8-tetrahidrocannabinol (A8-THC), que fue del 80 %. (16)

Ciolino, et al., (2018) en su trabajo de investigacion obtuvo como objetivo “presentar un método
HPLC-DAD aplicable para la determinacion de cannabinoides en productos de consumo
comercial y relacionados con plantas tradicionales.” Este método actual proporciond resolucion
cromatografica de 11 cannabinoides usando una fase estacionaria de funcionalidad mixta C18-
aromatica. EI método utiliz6 95% etanol puro para la extraccién. Se realizd una extensa
validacion de métodos, incluida la precision y la exactitud, para cinco cannabinoides de interés
principal (CBD, D9-THC, CBDA, THCA y CBN). La deteccion UV proporcioné sensibilidad
con limites de cuantificacion (LOQ) de 10 mg/g en todos los cannabinoides. EI método se aplico
a alrededor de 60 productos comerciales que representan diversos tipos de productos y una amplia

gama de cantidades de cannabinoides (0,01-350 mg/g)(17).

Giraldo, et al., (2019) en su trabajo de investigacion obtuvo como objetivo “Determinar y
comparar cualitativamente cannabinoides presentes en productos naturales comerciales”.
Realiz6 un estudio experimental, mediante la técnica analitica se separacion de componentes por
cromatografia liquida de alto rendimiento. Se aplico distintos pardmetros como concentraciones
de fase movil distintas, variacion en los flujos de fase movil, diferenciacion en la longitud de
onda de deteccion a través de una columna cromatografica C18. Todos los parametros
demostraron separacion de los componentes, pero la composicion de la fase movil 65/35
ACN/PO4 mostré mejor separacion y resolucion. Se evalué tres flujos de fase movil y el flujo a

1 mL/min mejoro la resolucion de los picos. Se hallo que en la longitud de onda 220 nm es la
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Optima para que los cannabinoides absorban energia y sean detectados con el menor ruido posible

en la base linea del cromatograma. (18)

Burnier, et al., (2018) en su trabajo de investigacion obtuvo como objetivo “/a separacion
eficiente de un método analitico usando cromatografia liquida de alto rendimiento con detector
DAD en 5 minutos.” Se utiliz6 un equipo de HPLC-DAD de la marca Waters, ondas de absorcién
en los 211 nm para delta-9-THC y 220 nm para THC-A, se uso la columna Nucleodur ® C18
(250 mm X 4.6 mm, particulas de 5 um diametro). La precision general del método analitico
propuesto oscilé entre 1,87 y 3,69 % (expresado en términos de CV). Se encontré que la
recuperacion media fue de 100,53 + 3,12 %, mas precisa que la informada. No obstante, las
recuperaciones medias son superiores al 100 % para las concentraciones estandar superiores a 70
ug/mL, lo que demuestra un ligero sesgo en el método analitico. En conclusion, el método HPLC-
DAD propuesto uno de los mas adecuado para una determinacion precisa de A9-THC y otros

cannabinoides (19).

Hall, et al., (2022) en su trabajo de investigacion obtuvo como objetivo “analizar muestras
utilizando tiempos de retencion relativos (RRT) y factores de respuesta relativos (RRF), en
relacion con CBD y estandares de referencia de CBDA que estan facilmente disponibles. ”
Realiz6 un estudio experimental, mediante la técnica analitica de cromatografia liquida de alto
rendimiento usando un detector fotodiodo para cuantificar diez cannabinoides (A9-THC, AS8-
THC, THCA-A, CBN, CBD, CDBA, CBC, CBDV, CBG y CBGA) en inflorescencia de cannabis
seca Y aceite de cannabis. EI método usado fue validado de acuerdo a las especificaciones de la
ICH. Este método obtuvo limites de deteccion que oscilan entre 20 y 78 pg/g, lo que proporciono
suficiente sensibilidad para el panel de cannabinoides. Las recuperaciones de analitos para la

inflorescencia y el aceite oscilaron entre 90,1 y 109,3% (promedio de inflorescencia, 100,9%;
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promedio de aceite, 99,6%). Los valores de RRT y RRF determinados independientemente por
tres analistas fueron comparables, lo que indica que el método es sélido. Por lo tanto, el método
es adecuado para la determinacion rapida y sencilla de un panel de diez cannabinoides sin tener

que comprar repetidamente cada estandar puro costoso (20).

Huestis, et al., (2019) en su trabajo de investigacion obtuvo como objetivo “verificar
investigaciones de eficacia terapéutica e interaccion farmacologica del cannabinoides”. Realiz6
un estudio con enfoque cualitativo, mediante la técnica de recoleccion de datos en toxicidad y
efectos adversos que presente el CBD. Se aplicé a tres bases de datos como EMBASE, Pubmed
y Cochrane Central, enfocandose en tres especificaciones de toxicidad, reacciones adversas y
beneficio. Estas herramientas otorgaron toxicidad para la hipertension, inhibicion del sistema
nervioso central, hepatocelular, trastornos en el peso de los organos, disminucion de
espermatogénesis y trastorno del sistema reproductor masculino y a una alteracion a la dosis
ordenada presenta reacciones adversas comunmente como fatiga, somnolencia, dafios hepaticos,
vomitos y diarrea, inclusive en el caso de una interaccion con algunos farmacos ocasiona la
mortalidad. Tambiéen se encontr6 eficacia en beneficios terapéuticos como para el sindrome de
Lennox- Gastaut dravet dando mejoria a pacientes ya que son afecciones graves, de tal forma que
es probable que los doctores lo ordenen fuera de etiqueta para tratar otro tipo de afecciones, y aun
asi es necesario hacer mas investigaciones sobre las reacciones del CBD a largo plazo e identificar

las probables interacciones farmacoldgicas antes de ordenarlo fuera de etiqueta. (21)
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2.2. Bases teoricas

2.2.1. Cannabidiol

El cannabidiol (CBD) es uno de los mas de cien cannabinoides que se identifican en Cannabis
sativa, una planta conocida como cafiamo (22). EI CBD generalmente se considera el segundo
cannabinoide méas abundante en el cannabis después del tetrahidrocannabinol o THC. EI CBD se
aislé por primera vez en 1940 y se caracteriz estructuralmente en 1964 (23). En estudios
preclinicos, el CBD ha mostrado efectos terapéuticos potenciales para una amplia gama de
condiciones médicas. Estos trastornos incluyen ansiedad, convulsiones, sintomas psicoticos,
depresion, infecciones, cancer, enfermedades cardiovasculares, neurodegeneracion, sintomas de

esclerosis maltiple y dolor crénico. (24)

Figura 1: Estructura y caracteristicas de la molécula 2-[(1R,6R)-6-isopropenyl-3-
methylcyclohex-2-en-1-yl]-5-pentylbenzene-1,3-diol o comunmente conocido como cannabidiol

Cannabidiol CAS: 13956-29-1

CBD Férmula empirica: Ca1H300:
Peso molecular: 314,46 g/mol
Punto de fusion 66-67 °C
log P 5,79 (octanol/agua)
Solubilidad:
Agua insoluble
Etanol soluble
Cloroformo soluble
Hexano soluble

Principales caracteristicas farmacolégicas:

- Ansiolitico - Anti-inflamatorio
- Antipsicético - Antiespasmaédico
- Analgésico

2.2.2. Tetrahidrocannabinol

La molécula delta-9-tetrahidrocannabinol (THC) es un isémero del tetrahidrocannabinol (THC),
el isomero principal y mas activo de la planta Cannabis sativa L., con actividades antieméticas,
analgésicas y estimuladoras del apetito (25). Cuando se consume dronabinol, también conocido

como delta-9-THC, se dirige y une a los receptores de cannabinoides (CBR) ubicados en el
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sistema nervioso central (SNC). Ademas, el dronabinol actta directamente sobre los centros del
apetito y los vomitos en el cerebro para estimular el apetito y prevenir los vémitos. Ademas, este
agente también alivia el dolor (26). Los niveles de orina se pueden usar como indicador para
determinar la exposicion a preparaciones especificas que contienen partes de la planta de

cannabis, como la marihuana (27).

Figura 2: Estructura y caracteristicas de la molécula delta-9-tetrahidrocannabinol o (—)-
(6aR,10aR)-6,6,9-trimethyl- 3-pentyl-6a,7,8,10a-tetrahydro- 6H-benzo[c]chromen-1-ol

(-}-A*-trans-acido tetrahidrocannabinélico, | CAS: 23978-85-0
THCA Férmula empirica: C22H3004
CH, Peso molecular: 358 g/mol
Punto de fusion n/a (descompaosicion/

descarboxilacion de
OH TCHA a THC a
OO0OH aprox. 125-150°C)
Solubilidad:
H,C\" o Agua insoluble

H3C Etanol soluble
Cloroformo soluble
.. _ . Hexano soluble
Principales caracteristicas farmacologicas:
- Antibacterial
- Antibiodtico

2.2.3. Cannabigerol

El cannabigerol (CBG) es un miembro del grupo resorcinol y es un producto natural que se
encuentra en Cannabis sativa y Helichrysum (28). Tiene el papel de potenciador del apetito,
metabolito vegetal, agonista de los receptores de cannabinoides, antiinflamatorio,

antimicrobiano, neuroprotector y antioxidante (29).

Figura 3: Estructura y caracteristicas de la molécula cannabigerol o 2-[(2E)-3,7-dimethylocta-
2,6-dienyl]-5-pentyl-benzene-1,3-diol
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Cannabigerol CAS: [25654-31-3] (E);
CBG [95001-70-0] (E/Z)
OH Formula empirica: C21H:0:

Peso molecular: 316,48 g/mol

3 H
I
S
Principales caracteristicas farmacolégicas:
- Antibiodtico - Anti-inflamatorio
- Antimicético - Analgésico

2.2.4. Receptores CB1, CB2

Hay dos tipos de receptores el CB1 y CB2, el cual se ha corroborado que dicho receptor CB2
posee un trabajo distinto sobre el organismo que el CB1. Se manifiesta superiormente, aunque no
propiamente, entre las células hematopoyéticas e inmunes. En el presente, aquellos receptores
CB2 funcionales se han localizado en células gliales como en neuronas del SNC. Por lo tanto, los
receptores CB1y CB2, inhiben la adelniciclasa y regularizan los canales de iones, incorporando
los canales de potasio adaptado a los canales de calcio o proteinas G dependientes del voltaje tipo
N. Puesto que, los receptores de los cannabinoides regularizan, de cierta forma autosuficiente a
las proteinas G, la accion de una variacion de quinasas intracelulares. Sin embargo, alteran de la
misma manera a la accién de la variacion de los neurotransmisores como GABA, glutamato,

acetilcolina, opioides enddgenos, dopamina, serotonina, y norepinefrina (30).

2.2.5. Cromatografia Liquida de Alto Rendimiento

La cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) es una técnica analitica que sirve para
separar, cuantificar e identificar componentes en una mezcla (28). Para separar los componentes
se utiliza una bomba que moviliza un disolvente, o también conocido como fase movil, a presion

controlada a través de una columna que en su interior posee un adsorbente sélido. En la mezcla,
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cada componente interactia con al adsorbente de forma diferente por lo que el tiempo de

deteccion y retencion varia para cada uno. (31)

Figura 4: Esquema de un cromatografo liquido de alto rendimiento (HPLC):

Registrador/
reservorio Bomba Inyector Columna Detector cromatogra
ma

Fuente: Elaboracion propia

2.2.6. Validacion

Segun las normas Good Manufacturing Process (GMP) que guia la evolucion de procesos de
calidad en la industria farmacéutica, una de las més importantes practicas es la validacién. De
acuerdo con ISO/IEC 17025, todos los métodos utilizados en los laboratorios, ya sean elaborados
por ellos mismos, obtenidos de fuentes bibliogréaficas o desarrolladas por otros laboratorios,
deben ser certificados por laboratorios. Ademas, el laboratorio necesita confirmar métodos de
referencia, ya que en este caso no se necesita realizar una validacion completa. Ademas, el
laboratorio debe validar todo el sistema analitico tomando en cuenta el rango de concentracion y

la matriz de muestra de rutina. (32)
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Tabla 1: Parametros de desempefio segun categoria

Caracteristicas de . Categoria 2 . .
~ Categoria — Categoria | Categoria
Desempeno 1 Analisis Pruebas de m vV
Analitico Cuantitativos Limite

Exactitud Si Si * * No

Precision Si Si No Si No

Especificidad Si Si Si * Si

Limite de deteccion No No Si * No

Limite de No Si No * No

cuantificacion

Linealidad Si Si No * No

Intervalo Si Si * * No

“Pueden requerirse, dependiendo de la naturaleza de la prueba especifica
Fuente: USP capitulo (1225)

2.2.7. Exactitud
Acorde con la exactitud del método, indica el grado de concordancia entre el valor observado
experimentalmente y el valor aceptado. La exactitud debe demostrarse evaluando al menos tres

concentraciones diferentes dentro del rango recomendado. (33)

2.2.8. Especificidad

La especificidad es la capacidad de analizar sin ambigiiedades el analito en presencia de los
componentes. Asi mismo, se puede incorporar impurezas, productos de descomposicion y matriz
(placebo). La especificidad del método de analisis debe determinarse antes de proceder con
cualquier otro estudio de validacion, ya que es necesario conocer el nivel de respuesta del método

proporcionado por el analisis solo, sin superponer otros materiales relevantes. (11)

2.2.8. Precision
La precision del método debe evaluarse en dos niveles, repetibilidad y precision intermedia (dias
distintos). La precision representa el grado de concordancia o difusion entre una serie de célculos

para una cantidad de disparos de la misma muestra homogénea en requisitos especificos (34).
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2.2.9. Linealidad

La linealidad es la habilidad del analista para demostrar que las mediciones reportadas por el
dispositivo son proporcionales a la concentracion del analito en la muestra (35). La linealidad del
sistema debe determinarse mediante analisis a un minimo de cinco concentraciones diferentes
50%. 75%, 100%, 125% y 150% (36). Debe generarse una curva de calibracion que representa el
resultado del analito y la concentracion conocida del analito, y luego procesarse estadisticamente.
La linealidad del método debe determinarse mediante el analisis de tres concentraciones

diferentes 80%, 100% y 120%. (32,36).

2.2.10. Robustez

La robustez describe a la capacidad del método para mantenerse sin cambios después de pequefios
cambios en algunos de sus parametros. Para establecer la certeza, se debe verificar que pequefias
diferencias en ciertos factores como el pH, la temperatura, la marca de la columnay el porcentaje
de componentes de la fase movil no tienen un efecto significativo en la reaccion cuantitativa del

analito en la muestra (36,37).
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CAPITULO IIl: METODOLOGIA

3.1. Método de la investigacion
El presente trabajo de investigacion fue de método deductivo, el cual consiste en ir de los
conceptos mas generales a los mas especificos porque esto hace que al partir de la idea méas

general logre llegar a conclusiones mas especificas (13).

3.2. Enfoque de la investigacion
El presente trabajo de investigacion, fue de enfoque cuantitativo, en este enfoque se efectda una

recoleccion de datos, para luego ser analizados mediante técnicas estadisticas (16,36).

3.3. Tipo de investigacion
El presente trabajo de investigacion fue de tipo aplicada, ya que busca la utilizacion de los

conocimientos o aplicacion que se adquiere (36).

3.4. Disefio de la investigacion

El presente trabajo de investigacion, sera de disefio no experimental, observacional, debido a
que los investigadores no intervendran en el manejo de las variables o factores que pudieran
alterar su comportamiento. Ademas, sera de corte transversal ya que los datos seran analizados
en su tiempo especifico segun etapas del procedimiento (35). Asi mismo, la investigacion sera
de nivel descriptivo, ya que se registraran los datos en cada etapa del procedimiento sin alterar

ni modificar el mismo (13).

3.5. Poblacién, muestra y muestreo
Poblacion: Es definida por ser un grupo de componentes dando lugar aquellos que se

caracterizan similares y por lograr ser identificado en la inclinacion del investigador (35). Por lo
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tanto, estuvo conformada por todos los cannabinoides en muestras de aceite medicinal de

cannabis.

Criterios de inclusion:

- Fitocannabinoides en muestras de aceite medicinal de cannabis

Criterios de exclusion:

- Cannabinoides Sintéticos en muestras de aceite medicinal de cannabis

- Endocannabinoides en muestras de aceite medicinal de cannabis
Muestra: Es un subgrupo de la poblacion del cual se utilizaran los datos pertinentes y de esta
forma poder cumplir con los objetivos del trabajo y también siendo representativo a la
poblacion (36). En esta investigacion se usd 6 muestras de aceite de cannabis medicinal
importado por una drogueria nacional con componentes/analitos como cannabidiol,

tetrahidrocannabinol y cannabigerol.
Muestreo: Se define como muestreo a la técnica utilizada para seleccionar a una muestra a
partir de una poblacion (36). EI muestreo fue por conveniencia, no probabilistico.

3.6. Variables y operacionalizacion
Variable 1: Validacion: Es la teoria del conocimiento donde se allega a la verdad, este tipo de
resultado en un trabajo cientifico otorga las mismas respuestas si es usada similar a una posicion

en reiterados casos, dando un grado valido.

Definicion Operacional: La validacion, segun las normas de Buenas Practicas de Laboratorio
(GLP), guia el desarrollo de procesos de calidad en la industria farmacéutica y es una de las mas
considerables précticas. En concordancia, con ISO/IEC 17025, todos los métodos utilizados en

los laboratorios, ya sean elaborados por ellos mismos, obtenidos de fuentes bibliogréficas o
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desarrollados por otros laboratorios, deben ser certificados por laboratorios. Ademas, el
laboratorio debe validar todo el proceso analitico tomando en cuenta el rango de concentracion y
la matriz de muestra de rutina. Los parametros de desempefio en una validacion son exactitud,
especificidad, precision, linealidad, robustez, intervalo, limite de cuantificacion y deteccion
(8,20).

Tabla 2

Matriz operacional de la variable 1

Escala valorativa (niveles

Dimensiones Indicadores Escala de medicion 0 rangos)
Prueba de Estadistica
<0,870
G-tablas
. Cantidad Recuperada
Exactitud Intervalo 989%-102%
en %
RSD de recuperacion <2,0%
Especificidad  Ausencia o Presencia Nominal Ausencia o Presencia
RSD de Repetibilidad
<2,0%
de 6 muestras
RSD de Repetibilidad
Instrumental Areas y <2,0%
Precision Intervalo
Tiempo de Retencidn
RSD de Precision
Intermedia entre <2,0%

Analistas

Prueba estadistica Intervalo <0,870




G-tablas

Coeficiente de
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>0,999
Linealidad del Correlacion (r)
Método Coeficiente de
>0,999
Determinacion (r?)
RSD de f <2,0%
Prueba estadistica
<0,683
G-tablas
Coeficiente de
Linealidad del > 0,999
Correlacion (r) Intervalo
Sistema
Coeficiente de
>0,999
Determinacion (r?)
RSD de f <2,0%
RSD después de 24
Robustez Intervalo <2,0%
horas

Fuente: Elaboracion propia

3.7. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

3.7.1. Técnica

La técnica fue observacional y el instrumento fue una lista de cotejo para cada etapa del proceso

que estan en el anexo 3. La recoleccién de datos se llevo a cabo en el laboratorio Altitude

Consulting Per( previo permiso obtenido por el director técnico como se puede observar en el

anexo 6.
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3.7.2. Descripcion de instrumentos

El instrumento fue una lista de cotejo donde se evaluaron los datos y dimensiones de la variable
validacion; exactitud, especificidad, precision, linealidad y robustez. La descripcion de los
instrumentos usados para esta investigacion consistié de tablas y gréaficos que han sido adjuntas

en la seccidn de anexos 3.

3.7.3. Validacion

La validacion se llevé a cabo mediante un juicio de tres expertos (ver anexo).

3.7.4. Confiabilidad
No aplica, debido a que el muestreo es por conveniencia y se usa confiabilidad donde se aplica

encuentas.

3.8. Plan de procesamiento y analisis de datos

Luego de realizar la recoleccion del a informacidn, esta sera procesada en una base de datos
mediante el programa SPSS version 23. Para realizar la interpretacion de los resultados, en
funcion a las variables y objetivos propuestos, se realizaron tablas de frecuencia y gréaficos en
barras con la ayuda del programa Microsoft Excel 2016. Las pruebas estadisticas que se

utilizarén en esta investigacion seran: RSD con un nivel de significancia de 2% y G-tablas.

3.9. Aspectos éticos

La conducta en la investigacion:

e Se puede dar la confirmacién de que este proyecto es inédito el cual se hizo la
explicacion de dos autores acerca de la validacion de una técnica analitica para
determinar la potencia de cannabidiol, tetrahidrocannabinol y cannabigerol en aceite por

cromatografia liquida de alto rendimiento en laboratorio farmacéutico. Lima-2022.



La presente investigacion fue guiada bajo las normativas de los protocolos de la USP,
AEFI1y ICH para llevar a cabo esta validacion.

La investigacion es sumamente legal y escrita por los dos autores, no existe plagio
alguno ya que es una investigacién propia.

Turnitin la pagina en la cual considerd que el proyecto tiene un porcentaje de similitud

menor a 20%.

23
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CAPITULO IV: PRESENTACION Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

4.1. Resultados

4.1.2. Analisis Descriptivo de Resultados

Tabla 3

Validacién de una técnica analitica en su dimension exactitud, para determinar la potencia
de cannabidiol, tetrahidrocannabinol y cannabigerol en aceite por cromatografia liquida de

alto rendimiento

. . . e . Cumple
Dimensiones Indicadores Especificaciones  aApalito  Resultados 0 No
Cumple
CBD 0,647 Cumple
Prueba

Estadistica <0,870 THC 0,447 Cumple
G-tablas CBG 0,468 Cumple
: CBD 99,7 Cumple

Cantidad
Exactitud  Recuperadaen  98,0%-102,0%  THC 100,6 Cumple
% CBG 100,7 Cumple
CBD 0,6 Cumple
RSD de <2,0% THC 0,6 Cumple

Recuperacién

CBG 1,0 Cumple

Interpretacion de Resultados: Con respecto a la exactitud, los 3 analitos cumplieron los

indicadores como; prueba estadistica G-tablas, cantidad recuperada en % y RSD segun las

especificaciones en la tabla 2.



25

Tabla 4

Validacion de una técnica analitica en su dimension especificidad, para determinar la
potencia de cannabidiol, tetrahidrocannabinol y cannabigerol en aceite por cromatografia

liquida de alto rendimiento

. . . e . Cumple
Dimensiones Indicadores Especificaciones  aApalito  Resultados ono
Cumple
CBD Presencia Cumple
Especificidad Ausenua-\ ° Ausencw-\ 0 THC Presencia Cumple
Presencia Presencia

CBG Presencia Cumple

Interpretacion de Resultados: Con respecto a la prueba de especificidad, los 3 analitos
cumplieron el indicador de presencia o ausencia. La presencia de los analitos se determind al
ser analizados en su forma matriz y al ser expuesto ante 5 tipos de estrés como termolisis,

fotdlisis, hidrolisis acida, hidrélisis basica y oxidacion.

Tabla s

Validacion de una técnica analitica en su dimension precision, para determinar la potencia
de cannabidiol, tetrahidrocannabinol y cannabigerol en aceite por cromatografia liquida de

alto rendimiento

. . . . Cumple
Dimensiones Indicadores Especificaciones  aApalito  Resultados ono
Cumple
CBD 0,9 Cumple
RSD de
Precision repetibilidad de <2.,0% THC 1,0 Cumple

6 muestras CBG 0,9 Cumple
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RSD de CBD 0,3
Cumple
Repetibilidad THC 07
Cumple
Instrumental 5 0%
<
Tiempo de - CBG 0.7 Cumple
Retencion de
Estandares
RSD de CBD 0,4 Cumple
Repetibilidad THC 0,5 Cumple
Instrumental <2,0%
i CBG 0,5 Cumple
Areas de
Estandares
RSD de CBD 1,0 Cumple
Precision <2.0% THC 1,1 Cumple
Intermedia entre
CBG 0,9 Cumple

analistas

Interpretacion de Resultados: Con respecto a la prueba de precision, se cumpli6 en todos los

indicadores. Se obtuvo valores de RSD menores a 2,0% en los indicadores de tiempo de

retencion y areas de estandares. EI RSD de precision entre analista 1y 2 fue menor a 2%. De

igual forma, entre las 6 muestras analizadas se obtuvo un RSD menor a 2% para los 3 analitos.

Tabla 6

Validacion de una técnica analitica en su dimension linealidad, para determinar la potencia

de cannabidiol, tetrahidrocannabinol y cannabigerol en aceite por cromatografia liquida de

alto rendimiento

Dimensiones Indicadores

Especificaciones

Analito

Resultados

Cumple
0 no
Cumple
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CBD 0,492 Cumple
Prueba
estadistica <0,870 THC 0,596 Cumple
G-tablas CBG 0,456 Cumple
CBD 0,999 Cumple
Coeficiente de > 0,099 THC 0,999 Cumple
Correlacion (r)
Linealidad CBG 0,999 Cumple
del Método o CBD 0,999 Cumple
Coeficiente de
Determinacion > 0,999 THC 0,999 Cumple
(r%) CBG 0,999 Cumple
CBD 0,6 Cumple
RSD de f <2,0% THC 0,6 Cumple
CBG 1,0 Cumple
CBD 0,431 Cumple
Prueba
estadistica <0,683 THC 0,560 Cumple
G-tablas CBG 0,564 Cumple
CBD 0,999 Cumple
Coeficiente de 0,99 THC 0.999 Cumple
o Correlacion (r) T
Linealidad CBG 0,999 Cumple
del Sistema
o CBD 0,999 Cumple
Coeficiente de
Determinacion > 0,999 THC 0,999 Cumple
(r’) CBG 0,999 Cumple
CBD 1,4 Cumple
RSD de f <2,0 %
THC 1,4 Cumple
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CBG 15 Cumple

Interpretacion de Resultados: Con respecto al parametro de linealidad, se realizd analisis de
linealidad de método y linealidad de sistema. En ambos casos, la prueba de G-tablas cumplid
la especificacion. De igual forma, los coeficientes de correlacion y determinacion fueron

menores a 0,999.

Tabla 7

Validacion de una técnica analitica en su dimensidn robustez, para determinar la potencia de

cannabidiol, tetrahidrocannabinol y cannabigerol en aceite por cromatografia liquida de alto

rendimiento
. . . . Cumple
Dimensiones Indicadores Especificaciones  aApalito  Resultados ono

Cumple
RSD de la CBD 1,3 Cumple

estabilidad
Robustez ) <2,0 % THC 11 Cumple

después de 24

CBG 1,3 Cumple

horas

Interpretacion de Resultados: Con respecto al parametro de robustez, se mantuvo el RSD

menor a 2% para la estabilidad por 24 horas para los 3 analitos.
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4.1.2 Discusion de resultados

Para la ejecucion de nuestro presente trabajo “La Validacion de una técnica analitica” nos
basamos en nuestros cinco parametros, ademas, tomando de referencias como la ICH Q2 R1,
AEFI y Farmacopea americana USP 43 ( donde muestra el capitulo general sobre la validacion
<1225>), con el propo6sito de probar los estudios de laboratorio, en que los elementos de
desempefio del procedimiento cumplan las condiciones para las practicas analiticas previstas y

de esta manera afirmar que los resultados dados por aquellas técnicas sean totalmente confiables.

Respecto al parametro de exactitud, se logran respuestas individuales a las concentraciones de
(80%, 100% y 120%), fueron los datos de linealidad del método que se paso a exactitud para
finalmente obtener la recuperacion por el cual se obtuvo un promedio entre (98% - 102%) en
cantidad recuperada en % para los analitos de CBD, THC y CBG, encontrandose dentro de los
parametros requeridos para las muestras. Asi mismo, se examind en orden los datos que se dio
por cada concentracion y los promedios de estas concentraciones con una prueba estadistica de
RSD el cual se mantuvo menor a 2% manteniendo una distribucién normal de los promedios, de
la misma forma estadisticamente la prueba de G-tablas demostrando que si cumple al obtener
resultados conformes. Mientras que Patel, et al., (2017) (16) su derivacion estandar relativa
compuesta RSD fue mayor al 2% y los resultados de s u recuperacion en THC fue de 80% a

diferencia del presente trabajo que se mantuvo mayor a 100%.

Para el parametro de especificidad, se buscé detectar al analito en presencia o ausencia de sus
excipientes como interferencia por degradacion e interferencia de excipientes, por el cual se ve
lecturas de placebos, lectura de muestras y lectura de muestras a distintas condiciones,
determinando asi en presencia de los analitos de CBD, THC y CBG como se demostro en el

trabajo de Tapia, et al., (2016) (13).
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Las muestras obtenidas de los estudios en precision segun Hall, et al., (2022) (20) utiliz6 un
detector fotodiodo el cual fue adecuado para una determinacion rapida de diez cannabinoides la
cual hizo que en su precision intermedia obtuvieran resultados menores a 5%. Sin embargo, en el
presente trabajo se utilizo en el parametro de precision un detector DAD en donde se evaluaron
precision instrumental, repetibilidad e intermedia. En relacion con precision instrumental entre
cada analista prepar6 usando la misma técnica, los mismos métodos, y condiciones que al hallar
el RSD se obtienen mismos resultados. De igual forma que los trabajos de Ciolino, et al., (2018)

(17) y Burnier, et al., (2018) (19).

La linealidad del Método se evaluaron muestras de 32ppm, 40ppm y 48ppm que pertenecen a tres
niveles de concentracion 80%, 100% y 120% para los analitos, obteniendo los datos en prueba
estadistica de G-tablas y también el RSD por el cual segun nuestros resultados cumplen con los
rangos, de igual forma con coeficiente de correlacion y coeficiente de determinacion me piden
que sean 0,999 o mas y si cumple. En el caso de linealidad de Sistema, a diferencia de método se
trabajo con estandares de 20 a 60 ppm que corresponden a tres inyecciones por cada de las cinco
concentraciones de (50%, 75%, 100%, 125% y 150%), al ver las pruebas estadisticas G-tablas y
RSD también pasan de nuestra division estandar y el promedio dando conformidad a los
resultados obtenidos, asi mismo, mis resultados me pide que mi r y r? sean 0,999 0 mas y si
cumplen entonces si hay proporcionalidad a diferencia del trabajo de Ibafiez, et al., (2021) (15)
que evaluaron las dimensiones de 10ppmy 20ppm que pertenecen a concentraciones de 10%,30%
y 60% para ambos los cuales dieron resultados menores al 2%y con coeficientes de correlacion

y determinacion de 0,9771.

Para el parametro de robustez se utilizaron los datos de las muestras de estabilidad para ambos

analistas y de esta manera someter nuevamente las tres muestras por cada analito de CBD, THC
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y CBG para ser leidas después de 24horas, se hizo esta prueba para poder evaluar si nuestra
técnica analitica soporta todas esas horas a temperatura de ambiente, lo cual al hallar nuestra
prueba estadistica de RSD no deberian ser mayor a los 2%, lo cual cumplen con los rangos

otorgados a semejanza del trabajo de Moore, et al., (2022) (14).
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

1. Se evaluo la validacion de una técnica analitica, segun estandares internacionales, para
determinar la potencia de cannabidiol, tetrahidrocannabinol y cannabigerol en aceite por

cromatografia liquida de alto rendimiento en laboratorio farmacéutico.

2. La validacién de una técnica analitica para determinar la potencia de cannabidiol,
tetrahidrocannabinol y cannabigerol en aceite por cromatografia liquida de alto

rendimiento en laboratorio farmacéutico, cumplio con la dimension de exactitud.

3. La validacién de una técnica analitica para determinar la potencia de cannabidiol,
tetrahidrocannabinol y cannabigerol en aceite por cromatografia liquida de alto

rendimiento en laboratorio farmacéutico, cumplié con la dimension de especificidad.

4. La validacion de una técnica analitica para determinar la potencia de cannabidiol,
tetrahidrocannabinol y cannabigerol en aceite por cromatografia liquida de alto

rendimiento en laboratorio farmacéutico, cumpli6 con la dimension de precision.

5. La validacién de una técnica analitica para determinar la potencia de cannabidiol,
tetrahidrocannabinol y cannabigerol en aceite por cromatografia liquida de alto

rendimiento en laboratorio farmacéutico, cumplié con la dimension de linealidad.
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6. La validacion de una técnica analitica para determinar la potencia de cannabidiol,
tetrahidrocannabinol y cannabigerol en aceite por cromatografia liquida de alto

rendimiento en laboratorio farmacéutico, cumpli6 con la dimension de robustez.

7. La validacién de una técnica analitica para determinar la potencia de cannabidiol,
tetrahidrocannabinol y cannabigerol en aceite por cromatografia liquida de alto

rendimiento en laboratorio farmacéutico, se encuentra apto para su utilizacion.
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5.2. Recomendaciones

Los analistas deben de trabajar con su técnica analitica dada de producto que serd

analizado durante todo el desarrollo del ensayo.

Los analistas deben estar totalmente concentrados en lo que estan realizando, para lograr

obtener resultados conformes y confiables.

Se necesita tener todos los materiales antes de empezar a trabajar y tener el debido cuidado
para evitar cualquier tipo de barrera de contaminacion que pueda alterar con los resultados

del andlisis.

Es necesario cumplir con los requerimientos fundados en las normas oficiales probandolas
de manera estadisticas en los resultados dados, y asi de esta forma poder elaborar una
documentacion apropiada que pueda sustentar con seguridad y confiabilidad los

resultados analiticos.
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ANEXOS

Anexo 1: Matriz de Consistencia

TITULO: “LA VALIDACION DE UNA TECNICA ANALITICA PARA DETERMINAR
LA POTENCIA DE CANNABIDIOL, TETRAHIDROCANNABINOL Y
CANNABIGEROL EN ACEITE POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTO
RENDIMIENTO EN LABORATORIO FARMACEUTICO. LIMA-2022”

Problema General: ;Cémo es la | Objetivo General: Evaluar la | Variable: Tipo de Investigacién:

validacion de una técnica analitica
para determinar la potencia de
cannabidiol, tetrahidrocannabinol y
cannabigerol  en  aceite  por
cromatografia  liquida de alto
rendimiento en laboratorio
farmacéutico. Lima-2022?

validacion de una técnica analitica,
segun estandares internacionales,
para determinar la potencia de
cannabidiol, tetrahidrocannabinol
y cannabigerol en aceite por
cromatografia liquida de alto
rendimiento en laboratorio
farmacéutico.

Validacion

Dimensiones:
a. Exactitud
b. Especificidad
c. Precision
d. Linealidad

Aplicada

Método y Disefio
Investigacion:

de la
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Problemas Especificos:

a. ¢Cudl es la validacién de una
técnica analitica en su dimensién
exactitud, para determinar la potencia
de cannabidiol, tetrahidrocannabinol
y cannabigerol en aceite por
cromatografia  liquida de alto
rendimiento en laboratorio
farmacéutico. Lima-2022?

b. ¢ Cuél es la validacion de una
técnica analitica en su dimension
especificidad, para determinar la
potencia de cannabidiol,
tetrahidrocannabinol y cannabigerol
en aceite por cromatografia liquida de
alto rendimiento en laboratorio
farmacéutico. Lima-2022?

c. ¢ Cuél es la validacion de una
técnica analitica en su dimensién
precision, para determinar la potencia
de cannabidiol, tetrahidrocannabinol
y cannabigerol en aceite por
cromatografia  liquida de alto
rendimiento en laboratorio
farmacéutico. Lima-2022?

d. ¢ Cuél es la validacion de una
técnica analitica en su dimension
linealidad, para determinar la
potencia de cannabidiol,
tetrahidrocannabinol y cannabigerol
en aceite por cromatografia liquida de
alto rendimiento en laboratorio
farmacéutico. Lima-2022?

e. ¢ Cudl es la validacién de una
técnica analitica en su dimensién
robustez, para determinar la potencia
de cannabidiol, tetrahidrocannabinol
y cannabigerol en aceite por
cromatografia  liquida de alto
rendimiento en laboratorio
farmacéutico. Lima-2022?

f. ¢En qué se da la validacion
de una técnica analitica para
determinar la potencia de cannabidiol,
tetrahidrocannabinol y cannabigerol
en aceite por cromatografia liquida de
alto rendimiento en laboratorio
farmacéutico. Lima-2022?

Objetivos Especificos:

a. Determinar la validacion
de una técnica analitica en su
dimensién exactitud para
determinar la  potencia de
cannabidiol, tetrahidrocannabinol
y cannabigerol en aceite por
cromatografia liquida de alto

rendimiento en laboratorio
farmacéutico.

b. Identificar la validacion
de una técnica analitica
especificidad para determinar la
potencia de cannabidiol,
tetrahidrocannabinol y
cannabigerol en aceite  por
cromatografia liquida de alto
rendimiento en laboratorio
farmacéutico.

C. Hallar la validacion de
una técnica analitica en su
dimensién precision para

determinar la  potencia de
cannabidiol, tetrahidrocannabinol
y cannabigerol en aceite por
cromatografia liquida de alto
rendimiento en laboratorio
farmacéutico.

d. Identificar la validacion
de una técnica analitica en su
dimensién linealidad para
determinar la  potencia de
cannabidiol, tetrahidrocannabinol
y cannabigerol en aceite por
cromatografia liquida de alto

rendimiento en laboratorio
farmacéutico.

e. Hallar la validacion de
una técnica analitica en su
dimension robustez para

determinar la  potencia de
cannabidiol, tetrahidrocannabinol
y cannabigerol en aceite por
cromatografia liquida de alto
rendimiento en laboratorio
farmacéutico.

f. Determinar la validacién de una
técnica analitica para determinar la
potencia de cannabidiol,
tetrahidrocannabinol y
cannabigerol en aceite  por
cromatografia liquida de alto
rendimiento en laboratorio
farmacéutico

e.

Robustez

No experimental, observacional
Transversal

Descriptiva

Poblacién Muestra:

La poblacién estard conformada

por Fitocannabinoides:
cannabidiol, delta-9-
tetrahidrocannabinol y

cannabigerol.

La muestra estara conformada por
aceites con los Fitocannabinoides
ya mencionados.

El muestreo sera por
conveniencia, no probabilistico.




Anexo 2: Materiales

Consumibles:

e VialesHPLC

e Jeringas

e Filtros 0,045 pum

e Tubos conicos de 50 mL

Equipos Mayores:

o Balanza Analitica VWR

e HPLC Agilent Series 1100

e Agitador

e Sonicador

e Micropipetas 100 pL, 1000 pL

Reactivos

o Metanol grado HPLC como diluyente para preparacion de estandares y muestras.
e Acetonitrilo grado HPLC

e Agua Purificada

 Acido formico

e Preparacion del dia de fase mévil ACN:Agua (70:30) con 0,1% de &cido formico.
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Anexo 3: Instrumentos

Tabla 8

Condiciones Cromatograficas

Detector UV, 230 nm

Columna L1; 150 mm X 4,6 mm X 2,7 um
Velocidad de flujo 1,0 mL/min

Temperatura 35°C

Volumen de Inyeccion 5uL

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 9
Precision Instrumental Tiempo de Retencién

Tiempos de retencion de cada inyeccidn del mismo estandar deben poseer un RSD menor a
2,0%. Se preparé un estandar a 40 ppm de una concentracion madre de 1 mg/mL.

Preparacion de estandar a 40 ppm
Potencia de estandar: 100%

40 uL (cada estandar CBD, THC y CBG) + 880 uL de Metanol en un vial HPLC

TRcep TRTHC TRcac
STD 1 6,943 13,515 6,596
STD 2 6,940 13,602 6,577
STD 3 6,949 13,525 6,501
STD 4 6,944 13,720 6,495
STD5 6,948 13,684 6,523
STD 6 6,991 13,702 6,586
RSD % 0,3 0,7 » 0,7

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 10
Precision Instrumental Area de Estandares

areas de cada pico de cada estandar deben poseer un RSD menor a 2%. Se prepar0 un estandar a
40 ppm de una concentracion madre de 1 mg/mL.



Area CBD Area THC Area CBG

STD1 423,5 399,5 462,5
STD 2 421,3 403,1 461,1
STD 3 420,9 403,9 464,8
STD 4 423,2 402,7 466,5
STD5 425,9 404,2 466,1
STD 6 422,5 400,9 465,3
MEDIA 422,9 402,4 464,4
RSD % 0,4 0,5 0,5

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 11
Precision Repetibilidad

Lectura de estandares para prueba de repetibilidad. Estos datos seran usados para la prueba de
precision intermedia y robustez.

Areas CBD 40 ppm Areas THC 40 ppm Areas CBG 40 ppm

STD1 413,5 402,1 520,6
STD 2 415,6 400,4 516,3
STD 3 4119 399,3 516,8
STD 4 416,3 402,9 517,5
STD5 417,1 403,4 517,9
STD 6 416,5 402,9 516,3
MEDIA 415.2 401,8 517,6
RSD 0,5 0,4 0,3

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 12

Concentracion, Peso y Densidad de Muestras Para Prueba de Repetibilidad

Concentracién

(mg/mL) peso (9) Densidad (g/mL)
M1 25 0,3157 0,961
M2 25 0,3160 0,979
M3 25 0,3172 0.965
M4 25 0,3168 0,967
M5 25 0,3161 0,967
M6 25 0,3155 0,969

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 13

Areas y Concentraciones Halladas Para Prueba de Repetibilidad

AreaCBD  mg/mLCBD  Area THC mg/mL THC Area CBG mg/mL CBG
M1 418,3 24,54 404,3 24,50 521,9 24,56
M2 419,1 25,02 405,7 25,02 520,2 2491
M3 419,1 24,57 404,5 24,50 525,1 24,69
M4 419,5 24,68 403,5 24,52 519,9 24,53
M5 423,0 24,94 408,1 24,85 528,6 24,99
M6 423,2 25,05 408,5 24,98 526,1 24,98

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 14
Potencia de CBD, THC y CBG en 6 Muestras

Tedrico Hallado Tedrico Hallado Tedrico Hallado

mg/mL mg/mL IZ/(())t(e:né:gl mg/mL mg/mL Iz/gt_errﬁg mg/mL mg/mL I;;térécg
CBD CBD THC THC CBG CBG
M1 25,00 24,54 98,15 25,00 24,50 98,01 25,00 24,56 98,22
M2 25,00 25,02 100,08 25,00 25,02 100,09 25,00 24,91 99,64
M3 25,00 24,57 98,28 25,00 24,50 98,00 25,00 24,69 98,77
M4 25,00 24,68 98,70 25,00 24,52 98,08 25,00 24,53 98,12
M5 25,00 24,94 99,74 25,00 24,85 99,42 25,00 24,99 99,98
M6 25,00 25,05 100,19 25,00 24,98 99,91 25,00 24,98 99,90
MEDIA --- --- 99,19 - --- 98,92 --- --- 99,11
RSD --- 0,9 --- --- 1,0 --- --- 0,9
Fuente: Elaboracion propia
1. Férmula para calcular concentracién en mg/mL.:
Area muestra Peso estandar mg ) . g VolumenmuestramL 10mlL
- X X Potencia X densidad — X X =
Area estandar Volumen estandar mL mL Peso muestra mg 1mL
] \ )
V I
Factorsto X Factorm

2. Formula para calcular Potencia:

concentracion experimental .
4 X 100 = Potencia

concentracion teoérica

TABLAS DE ESPECIFICIDAD

Para especificidad se realizé las pruebas de interferencia de excipiente e interferencia por
degradacion. Se realizé las diferentes degradaciones del producto (hidrolisis acida, hidrélisis
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alcalina, fotdlisis (UV), oxidacion y termdlisis). Se prepar6 cada estandar a 40 ppm de una
concentracion de 1 mg/mL.

Determinacion de Interferencias de Excipientes
Tabla 15
Areas de Cada Estandar a 40 ppm para Prueba de Interferencia de Excipientes

Areas de cada pico de cada estandar deben poseer un RSD menor a 2%.

DELTA-9-

ESTANDAR CANNABIDIOL TETRAHIDROCANNABINOL CANNABIGEROL
420,3 403,3 470,6
417,2 403,9 4736
AREAS 417,9 404,8 4739
415,3 405,7 471,8
416,6 405,1 4732
MEDIA 4175 404,6 4726
RSD % 0,4 0,2 03

Fuente: Elaboracion propia

Preparacion de Placebos:

1.- Concentracion de placebo 0.04 mg/mL o 40 ppm en acorde a la concentracion del estandar.

Tabla 16
Area de los Placebos

RSD menor a 2%

Cannabidiol Tetrahi?ierlc};\%nabinol Cannabigerol
0,0 0,0 0.0
Placebo 1 0.0 0.0 0.0
0,0 0,0 0,0
Placebo 2 0.0 0.0 0.0
Media 0,0 0,0 0,0

RSD 0,0 0,0 0,0

Fuente: Elaboracion propia
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Preparacion de Muestras:
1.- Concentracion de muestras 0,04 mg/mL o 40 ppm en acorde a la concentracion del estandar.
Tabla 17

Concentracion, peso y densidad de las Muestras para Prueba de Especificidad de
interferencia por excipientes

Concentracion (mg/mL) Peso (mg) Densidad (g/mL)

320,1

M1 25,0 0,961
321,1
320,5

M2 25,0 0,979
320,4
322,8

M3 25,0 0,965
322,5

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 18

Areas de las Muestras y Potencia de cannabinoides

) Promedio  Potenci ) Promedio  Potenci ) Promedio
Area CBD a Area THC aTHC Area CBG Potencia
CBD mg/mL CBD% THC mg/mL % CBG mg/mL CBG %
429,5 4242 484,1

ML ——— 24,70 988 — 25,05 1002 —M— 24,69 98,8
430,7 421,2 489,1
428,7 415,8 491,4

M2 —————— 25,06 1002 —— 24,89 96 —— 25,09 100,4
4275 408,3 479,0

M3 4335 415,6 485,0
—_— 24,89 996 s 24,78 99,1 — - 24,82 99,3
4351 422.6 4955

Fuente: Elaboracion propia

3. Formula para calcular mg/mL.:

mg/mL = (Am/AStd) X (WStd mg/VStd) X (Vm/Wm) X Densidad
Fsto X Fm

4. Férmula para calcular Potencia:

Potencia = (Concentracion Experimental/Concentracion Teorica) X 100



Tabla 19

Area de Estandares para Interferencia de Productos por Degradacion

Se prepard estandares a 40 ppm de una concentraciéon de 1 mg/mL.
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Cannabidiol Delta-9-Tetrahidrocannabinol Cannabigerol
Areas 410,9 388,3 479,4
415,2 384,7 477,1
418,1 385,8 489,9
425,7 390,3 491,0
420,4 397,2 484,3
Media 418,1 389,3 484,3
RSD 1,328 1,270 1,273
Fuente: Elaboracion propia
Tabla 20
Areas de Interferencias de Productos de Degradacion
Se prepard placebos y muestras a 40 ppm.
CONDICION DE ) ) )
DEGRADACION AREA CBD AREA THC AREA CBG
Placebol 0,0 0,0 0,0
Placebo?2 0,0 0,0 0,0
305,3 323,4 456,3
. M1 367,8 312,1 441,9
TERMOLISIS A 70°
C X 4 HORAS 321,1 334,7 466,8
M2 307,6 350,2 458,0
286,4 339,9 451,2
M3
306,7 321,4 417,7
Placebol 0,0 0,0 0,0
Placebo?2 0,0 0,0 0,0
] 415,3 399,7 472,6
FOTOLISIS A LUZ M1
NATURAL POR 4 408,5 391,1 485,6
HORAS 398,5 382,2 4795
M2 370,3 3738 489,6
368,9 387,1 487,2

M3
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381,9 394,5 4973

Placebol 0,0 0,0 0,0

Placebo?2 0,0 0,0 0,0
335,4 296,2 346,8
HIDROLISIS M1 354,1 315,6 369,7
Qﬂ%’g Eﬂ\ég% 3718 301,1 354,9
M2 390,8 284,6 349,9
3 350,9 299,9 3887
403,4 319,4 3813

Placebol 0,0 0,0 0,0

Placebo2 0,0 0,0 0,0
M1 189,7 213,3 269,8
HIDROLISIS 210,0 246,7 295,1

ALCALINA NaOH

2N POR 4 HORAS M2 268,2 239,4 301,9
2465 227,0 2875
M3 219,7 215,8 309,6
2481 203,6 318,2

Placebo 1 0,0 0,0 0,0

Placebo2 0,0 0,0 0,0
M1 410,2 377,2 419,2
OXIDACION H202 399,1 394,1 4108
POR 4 HORAS M2 385,9 389,9 4075
402,3 363,8 4233
M3 352,9 351,7 389,1
341,1 379,1 416,3

Fuente: Elaboracion propia



Tabla 21

Concentracion, peso y densidad de las Muestras para Prueba de Especificidad por
Degradacion:

CONDICION DE Concentracion Peso Densidad (g/mL)
DEGRADACION (mg/mL) (mg) g
323,4
M1 25,0 e 0,961
322,0
. 324,6
TERMOLISIS M2 25,0 E— 0,979
323,9
325,1
M3 25,0 — 0,965
325,9
324,1
M1 25,0 e 0,961
325,6
- M2 25,0 3212 0,979
FOTOLISIS , 1228 ,
320,9
M3 25,0 _ 0,965
320,2
322,0
M1 25,0 T 0,961
321,7
- 319,2
HIDROLISIS M2 25.0 0979
ACIDA 319,9
323,3
M3 25,0 — 0,965
324,9
320,6
M1 25,0 e 0,961
321,9
) 321,0
HIDROLISIS M2 25,0 0.979
ALCALINA 322,2
324,0
M3 25,0 _— 0,965
325,6
319,4
M1 25,0 e 0,961
320,4
318,9
OXIDACION M2 25,0 — 0,979
319,8
321,9
M3 25,0 51 0,965

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 22
Resultado mg/mL Después de las Degradaciones de los Promedios

Se hallo la recuperacion del placebo y muestra usando la formula descrita en la tabla 7.

Promedio CBD Promedio THC Promedio CBG
mg/mL mg/mL mg/mL
Placebo 1 0,0 0,0 0,0
Placebo 2 0,0 0,0 0,0
TERMOLISIS M1 19,18 19,44 22,09
M2 18,16 21,25 23,06
M3 16,82 20,14 21,28
Placebo 1 0,0 0,0 0,0
Placebo 2 0,0 0,0 0,0
FOTOLISIS M1 23,32 24,04 23,41
M2 22,36 23,62 24,34
M3 21,62 24,18 24,48
Placebo 1 0,0 0,0 0,0
Placebo 2 0,0 0,0 0,0
HIDROLISIS M1 19,70 18,77 17,67
ACIDA
M2 22,35 18,44 17,83
M3 21,74 18,94 18,94
Placebol 0,0 0,0 0,0
Placebo 2 0,0 0,0 0,0
HIDROLISIS M1 11,44 14,14 13,96
ALCALINA
M2 14,99 14,59 14,82
M3 13,30 12,80 15,41
Placebo 1 0,0 0,0 0,0
Placebo 2 0,0 0,0 0,0
OXIDACION M1 23,26 23,81 20,59
M2 23,12 23,74 21,04
M3 19,90 21,50 19,94

Fuente: Elaboracion propia
Férmula para calcular mg/mL.:

mg/mL = (Am/AStd) X (WStd mg/VStd) X (Vm/Wm) X Densidad



Tabla 23
Resultado de Potencia Después de las Degradaciones de los Promedios

Se hallo la potencia usando la formula descrita en la tabla 7.

Potencia % Potencia % Potencia %
CBD THC CBG
Placebo 1 0,0 0,0 0,0
Placebo 2 0,0 0,0 0,0
TERMOLISIS M1 76,7 778 88,4
M2 72,6 85,0 92,2
M3 67,3 80,6 85,1
Placebo 1 0,0 0,0 0,0
Placebo 2 0,0 0,0 0,0
FOTOLISIS M1 93,3 96,2 93,6
M2 89,4 94,5 97,4
M3 86,5 96,7 97,9
Placebo 1 0,0 0,0 0,0
Placebo 2 0,0 0,0 0,0
HIDROLISIS ACIDA M1 8.8 751 0.7
M2 89,4 73,8 71,3
M3 87,0 75,8 75,8
Placebol 0,0 0,0 0,0
Placebo 2 0,0 0,0 0,0
HIDROLISIS M1 45,8 56,5 55,8
ALCALINA
M2 60,0 58,4 59,3
M3 53,2 51,2 61,6
Placebo 1 0,0 0,0 0,0
Placebo 2 0,0 0,0 0,0
OXIDACION M1 93.0 95,2 82,4
M2 92,5 95,0 84,2
M3 79,6 86,0 79,8

Fuente: Elaboracion propia

Férmula para calcular Potencia:



Potencia = (Concentracion Experimental/Concentracion Tedrica) X 100

TABLAS LINEALIDAD DEL SISTEMA
Tabla 24
Areas de Inyeccion de Estandares para Prueba de Linealidad de Sistema:

Se prepard estandares a 20 ppm, 30 ppm, 40 ppm, 50 ppm y 60 ppm que corresponden a las
concentraciones en 50%, 75%, 100 %, 125% y 150%, respectivamente.

Inyeccién

CBD 4 50% 75% 100% 125% 150%
1 219,4 329,7 428,5 540,9 634,2
STD1 2 220,9 327,9 431,7 538,4 635,1
3 220,7 329,7 433,1 540,5 635,4
1 2214 3244 4217,2 543,3 636,8
STD 2 2 217,9 324,1 427,9 543,5 636,9
3 216,0 324,9 428,0 544,8 636,2
1 224,5 322,1 426,3 541,5 639,5
STD 3 2 221,3 322,8 430,9 541,7 639,9
3 222,0 323,0 429,1 540,1 640,8
THC 50% 75% 100% 125% 150%
1 196,3 308,3 399,1 509,1 593,6
STD1 2 196,4 307,7 398,9 508,2 593,6
3 196,9 308,2 395,8 507,4 593,9
1 197,8 305,6 404,7 505,2 597,9
STD 2 2 197,1 305,9 408,2 505,7 597,0
3 197,4 305,2 407,6 505,6 599,7
1 196,8 304,3 403,3 503,5 598,6
STD 3 2 197,6 304,1 402,1 503,9 599,2
3 197,7 303,7 402,5 503,1 599,1
CBG 50% 75% 100% 125% 150%
1 243,1 374,6 491,5 621,2 735,6
STD1 2 2439 375,1 492,3 621,3 733,7
3 243,4 373,2 492,2 621,8 733,3
1 240,0 375,7 488,5 625,5 736,9
STD 2 2 240,6 376,2 487,1 625,9 735,7
3 241,0 376,2 489,2 624,9 736,7
1 240,2 375,0 4949 620,3 737,0
STD 3 2 238,9 375,9 4941 620,8 736,6
3 237,5 377,1 494,77 621,3 737,2

Fuente: Elaboracion propia
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Gréfico 1: Concentracion de CBD % vs Absorbancia para Prueba de Linealidad de Sistema
y =4.1989x + 10.887
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Fuente: Elaboracion propia

Graéfico 2: Concentracion de THC % vs Absorbancia para Prueba de Linealidad de Sistema
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Fuente: Elaboracion propia

Gréfico 3: Concentracion de CBG % vs Absorbancia para Prueba de Linealidad de Sistema
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Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 25
Concentracion % de muestras y Promedio de Respuesta para Linealidad del Sistema
Conc. # X (%0) Promedio y f (y/x) Varianza X (%) Promedio y f (y/x) Varianza X (%0) Promedio y f (y/x) Varianza
CBD CBD CBD s?CBD THC THC THC s?THC CBG CBG CBG s?CBG
1 50,0 220,3 4,41 50,0 196,5 3,93 50,0 2435 4,87
50% 2 50,0 218,4 4,37 0,00174 50,0 1974 3,95 0,00010 50,0 2405 481 0,00217
3 50,0 222,6 4,45 50,0 197,4 3,95 50,0 238,9 4,78
1 75,0 329,1 4,39 75,0 308,1 4,11 75,0 3743 4,99
75% 2 75,0 3245 4,33 0,00197 75,0 305,6 4,07 0,00074 75,0 376,0 5,01 0,00017
3 75,0 322,6 4,30 75,0 304,0 4,05 75,0 376,0 5,01
1 100,0 4311 4,31 100,0 3979 3,98 100,0 4920 4,92
100% 2 100,0 4277 4,28 0,00030 100,0 406,8 4,07 0,00198 100,0 488,3 4,88 0,00100
3 100,0 428,8 4,29 100,0 402,6 4,03 100,0 4946 4,95
1 125,0 539,9 4,32 125,0 508,2 4,07 125,0 621,4 4,97
125% 2 125,0 543,9 4,35 0,00026 125,0 505,5 4,04 0,00036 125,0 625,4 5,00 0,00040
3 125,0 5411 4,33 125,0 503,5 4,03 125,0 620,8 4,97
1 150,0 634,9 4,23 150,0 593,7 3,96 150,0 734,2 4,89
150% 2 150,0 636,6 4,24 0,00031 150,0 598,2 3,99 0,00036 150,0 7364 4,91 0,00009
3 150,0 640,1 4,27 150,0 599,0 3,99 150,0 736,9 4,91
Pm"f‘edio ; - . 4,32 ; - ; 4,01 - - ; 4,93 ;
Des. Est. - - - 0,06 - - - 0,05 - - - 0,07 -
RSD f - - - 1,41 - - - 1,36 - - - 1,45 -
SUMA - - - - 0,00459 - - - 0,00354 - - - 0,00385
Gexp - - - - 0,431 - - - 0,560 - - - 0,564
GraBLAS - - - - 0,683 - - - 0,683 - - - 0,683

Fuente: Elaboracion propia
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TABLAS LINEALIDAD DE METODO

Tabla 26
Areas de inyeccion de muestras Linealidad de Método

Se prepard muestras a 32 ppm, 40 ppm y 48 ppm que corresponden a las concentraciones de 80%, 100%, 120 %, respectivamente.

80% CBD 100% CBD 120% CBD 80% THC 100% THC 120% THC 80% CBG 100% CBG 120% CBG
336,3 415,3 500,6 323,3 402,1 485,7 415,9 512,3 615,2
M1 338,1 416,3 501,1 323,3 401,6 487,1 416,4 510,1 615,0
338,6 416,0 501,5 323,2 402,5 486,9 4149 510,3 616,3
339,5 412,6 498,8 326,4 402,4 484,5 418,7 517,8 614,0
M2 339,6 412,8 497,9 328,1 405,5 484,8 418,3 517,4 613,5
340,5 413,3 498,9 328,8 407,4 484,9 418,9 517,5 614,9
336,2 410,6 498,2 327,6 404,1 487,5 420,0 515,2 618,9
M3 336,9 410,9 497,8 327,5 409,3 487,3 420,2 515,8 619,9
335,8 409,2 497,5 326,1 403,8 490,5 420,9 515,9 619,8

Fuente: Elaboracion propia
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Graéfico 4: Concentracion de CBD % vs Absorbancia para Prueba de Linealidad de Método
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Fuente: Elaboracion propia

Graéfico 5: Concentracion de THC % vs Absorbancia para Prueba de Linealidad de Método
y =4.0136x + 4.2759
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Fuente: Elaboracion propia

Gréfico 6: Concentracion de CBG % vs Absorbancia para Prueba de Linealidad de Método
y = 4.9536x + 21.083
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Tabla 27

Concentracion vs Promedio de Respuesta de Muestras para Linealidad de Método

oG9 Prmed gmoen Ve X9 Promedo e Vi (09 P (0l v
M1 1 80,0 337,67 4,221 80,0 323,27 4,041 80,0 415,73 5,197
M2 2 80,0 339,87 4,248 0,00051 80,0 327,77 4,097 0,00092 80,0 418,63 5,233 0,00086
M3 3 80,0 336,30 4,204 80,0 327,07 4,088 80,0 420,37 5,255
M1 1 100,0 423,20 4,232 100,0 402,07 4,021 100,0 510,90 5,109
M2 2 100,0 422,63 4,226 0,00024 100,0 405,10 4,051 0,00038 100,0 517,57 5,176 0,00118
M3 3 100,0 425,57 4,256 100,0 405,73 4,057 100,0 515,63 5,156
M1 1 120,0 503,07 4,192 120,0 486,57 4,055 120,0 615,50 5,129
M2 2 120,0 501,13 4,176 0,00072 120,0 484,73 4,039 0,00024 120,0 614,13 5,118 0,00055
M3 3 120,0 507,43 4,229 120,0 488,43 4,070 120,0 619,53 5,163
Pro}[“edio 4,220 4,058 5,171
Des. Est. 0,026 0,024 0,050
RSD f 0,610 0,597 0,972
Suma 0,00147 - 0,00154 0,00258
Gexp 0,492 0,596 0,456
GrasLas 0=0.05, K=3, n_3 0,870 0,870 0,870

Fuente: Elaboracion propia
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Tablas de Exactitud

Los resultados obtenidos cumplen con el criterio de aceptacidon encontrandose dentro de los limites establecidos (80-120%). Se usaran
los resultados obtenidos en la prueba de linealidad de método.

Tabla 28

Area de Estandares para Prueba de Exactitud

STD CBD STD THC STD CBG
4224 401,3 513,0
4227 403,3 512,3
Areas 421,9 401,9 512,8
424.6 404,4 514,7
426,1 405,1 514,9
Media 423,54 403,20 513,54
RSD 0,415237 0,3991438 0,2298271

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 29

Areas, Concentracion y Recuperacion de Cannabinoides para Prueba de Exactitud

- 0 — -
Teérico Cantidad % Teorico de Promedio Promedio % Muestra %
Conc. (mg/mL) de Insumo Insumo Areas Muestra Recuperada Recuperacién
Agregado Agregado Recuperada
M1 20,0 20,0 80,0 337,67 19,93 79,73 99,66
80% M2 20,0 20,0 80,0 339,87 20,06 80,25 100,31
M3 20,0 20,0 80,0 336,30 19,85 79,40 99,25
Analito M1 25,0 25,0 100,0 423,20 24,98 99,92 99,92
CBD 100% M2 25,0 25,0 100,0 422,63 24,95 99,79 99,79
M3 25,0 25,0 100,0 425,57 25,12 100,48 100,48
M1 30,0 30,0 120,0 503,07 29,69 118,78 98,98
120%

M2 30,0 30,0 120,0 501,13 29,58 118,32 98,60




M3 30,0 30,0 120,0 507,43 29,95 119,81 99,84
Promedio Recuperacion 99,65
RSD 0,610
G exp 0,647
G tablas 0,870
M1 20,0 20,0 80,0 323,27 323,27 80,18 100,22
80% M2 20,0 20,0 80,0 327,77 327,77 81,92 101,62
M3 20,0 20,0 80,0 327,07 327,07 81,12 101,40
_ M1 25,0 25,0 100,0 402,07 402,07 99,72 99,72
A{‘ﬁ"cto 100% M2 25,0 25,0 100,0 405,10 405,10 100,47 100,47
M3 25,0 25,0 100,0 405,73 405,73 100,63 100,63
M1 30,0 30,0 120,0 486,57 486,57 120,68 100,56
120% M2 30,0 30,0 120,0 484,73 484,73 120,22 100,18
M3 30,0 30,0 120,0 488,43 488,43 121,14 100,95
Promedio 100,64
Recuperacién
RSD 0,597
G exp -- - -- --- --- --- - 0,447
G tablas 0,870
M1 20,0 20,0 80,0 41573 20,24 80,95 101,19
80% M2 20,0 20,0 80,0 418,63 20,38 81,52 101,90
M3 20,0 20,0 80,0 420,37 20,46 81,86 102,32
) M1 25,0 25,0 100,0 510,90 24,87 99,49 99,49
Agg“eto 100% M2 250 25,0 100,0 51757 25,20 100,79 100,79
M3 25,0 25,0 100,0 515,63 25,10 100,41 100,41
M1 30,0 30,0 120,0 615,50 29,96 119,85 99,88
120% M2 30,0 30,0 120,0 614,13 29,90 119,59 99,66
M3 30,0 30,0 120,0 619,53 30,16 120,64 100,53
RSD 0,972
G exp 0,468
G tablas 0,870

Fuente: Elaboracion propia
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Precision Intermedia

Tabla 30

Resultados de Areas de Estandares de Analista 1 Y 2 para Prueba de Precision Intermedia:

ANALISTA 1: HAIRO LUJAN ANALISTA 2: XIMENA MEZA
Areas CBD Areas THC Areas CBG Areas CBD Areas THC  Areas CBG
40 ppm 40 ppm 40 ppm 40 ppm 40 ppm 40 ppm

STD1 413,5 402,1 520,6 STD1 418,7 397,9 510,4
STD 2 415,6 400,4 516,3 STD 2 418,2 396,1 513,7
STD 3 4119 399,3 516,8 STD 3 418,8 399,4 515,9
STD 4 416,3 402,9 517,5 STD 4 416,7 401,2 513,4
STD5 417,1 403,4 517,9 STD5 416,2 398,8 513,5
STD 6 416,5 402,9 516,3 STD 6 415,2 398,1 515,9
MEDIA 415.2 401,8 517,6 MEDIA 417,3 398,6 513,8

RSD 0,515 0,430 0,323 RSD 0,286 0,472 0,381

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 31

Pesos de Muestras para Prueba de Precision Intermedia

Co?r%egr}'rc;i(‘;on ﬁ:sz(i)h?;?g; Anall(sr':?g? peso Densidad (g/mL)
M1 25 0,3157 0,3162 0,961
M2 25 0,3160 0,3157 0,979
M3 25 0,3172 0,3155 0,965
M4 25 0,3168 0,3150 0,967
M5 25 0,3161 0,3202 0,967
M6 25 0,3155 0,3173 0,969

Fuente: Elaboracién Propia



Tabla 32

Areas y Concentracion de Muestras para Prueba de Precision Intermedia
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ANALISTA 1: HAIRO LUJAN

ANALISTA 2: XIMENA MEZA

Area mg/mL Area mg/mL Area mg/mL Area mg/mL Area mg/mL Area mg/mL

CBD CBD THC THC CBG CBG CBD CBD THC THC CBG CBG
M1 418,3 24,54 404,33 24,50 521,9 2456 4274 24,90 405 24,71 518,4 24,53
M2 419,1 25,02 405,7 25,02 520,2 2491 427,1 2539 407,4 2536 520,1 25,11
M3 419,1 2457  404,5 24,50 525,1 24,69 430 25,21  405,3 2488 515,1 24,53
M4 4195 24,68 4035 24,52 519,9 2453  429,3 25,26  406,2 25,03 517,8 24,75
M5 423,0 2494 408,1 24,85 528,6 24,99 4257 24,65 44,1 24,49 527 24,78
M6 423,2 2505 4085 2498 526,1 24,98 4253 2490 403,8 24,75 526,1 25,02

Fuente: Elaboracion propia



Tabla 33

Potencia de Muestras para Prueba de Precision Intermedia:

64

Tebrico Hallado Potencia Tedrico Hallado Potencia Tedrico Hallado Potencia
mg/mL mg/mL % CBD mg/mL mg/mL % THC mg/mL mg/mL % CBG
CBD CBD 0 THC THC 0 CBG CBG 0
M1 25 24,54 98,15 25 24,50 98,01 25 24,56 98,22
M2 25 25,02 100,08 25 25,02 100,09 25 24,91 99,64
M3 25 24,57 98,28 25 24,50 98,00 25 24,69 98,77
M4 25 24,68 98,70 25 24,52 98,08 25 24,53 98,12
Analista 1

M5 25 24,94 99,74 25 24,85 99,42 25 24,99 99,98
M6 25 25,05 100,19 25 24,98 99,91 25 24,98 99,90
MEDIA 99,19 98,92 99,11
RSD 0,93 1,01 0,85
Tebrico Hallado . Tedrico Hallado . Tedrico Hallado .

Potencia Potencia Potencia

mg/mL mg/mL % CBD mg/mL mg/mL % THC mg/mL mg/mL % CBG

CBD CBD 0 THC THC 0 CBG CBG 0
M1 25 24,90 99,61 25 24,71 98,82 25 24,53 98,13
M2 25 25,39 101,56 25 25,36 101,43 25 25,11 100,45
M3 25 25,21 100,86 25 24,88 99,53 25 24,53 98,12
M4 25 25,26 101,06 25 25,03 100,11 25 24,75 99,00
Analista 2

M5 25 24,65 98,58 25 24,49 97,98 25 24,78 99,12
M6 25 24,90 99,60 25 24,75 99,00 25 25,02 100,06
MEDIA 100,21 99,48 99,15
RSD 1,12 1,20 0,97

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 34
Promedios de RSD de CBD, THC y CBG entre Analista 1y 2

Promedio de RSD

Analista 1 RSD Analista 2 RSD Entre Analistas
CBD 0,93 1,12 10
THC 1,01 1,20 11
CBG 0,85 0,97 0.9

Fuente: Elaboracion propia

TABLAS DE ROBUSTEZ

Se prepard estandares y muestras al 40 ppm. En este estudio se evalud la estabilidad de las muestras después de 24 horas a temperatura
ambiente, donde se observara que los resultados cumplen con el criterio de aceptacion siendo la RSD y la diferencia absoluta entre las
muestras iniciales y la nueva condicion < 2%.

Tabla 35

Area de estandares para Prueba de Robustez

STD CBD STD THC STD CBG

417,7 3931 510,3

410,8 395,6 512,5

STD 412,4 397,8 517,1

416,9 393,1 522,8

413,8 394,7 521,6

Media 414,32 394,86 516,86
RSD 0,708 0,497 1,059

Fuente: Elaboracion propia



Tabla 36

Estabilidad en el tiempo de 24 horas para Prueba de Robustez
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0 horas 24 horas
< CBD o < THC o < CBG o < CBD o < THC o < CBG o
Areas mg/mL Y0 Areas mg/mL Y0 Areas mg/mL ) Areas mg/mL Y0 Areas mg/mL Y0 Areas mg/mL Y0

M1 4183 24,59 98,34 4043 2493 99,74 5219 2459 98,36 M1 4263 2505 100,20 4118 2540

101,59 5312 25,03 100,11

M2 4191 25,07 100,28 4057 2547 101,86 5202 2494 99,78 M2 4273 25,56 102,25 4136 25,96

103,84 5289 2536 101,45

M3 4191 24,62 98,47 4045 2493 99,73 5251 2473 9890 M3 4268 25,07 100,28 407,8 25,14

100,54 5356 25,228 100,88

Fuente: Elaboracion propia



Tabla 37

Diferencia entre analisis inicial y analisis final para Prueba de Robustez

Dosaje (%) CBD
CBD Inicio Final Diferencia
M1 98,34 100,20 1,86
M2 100,28 102,25 1,96
M3 98,47 100,28 1,81
99,03 100,91 1,88
Media vo Y, Idil
RSD 1.33
Dosaje (%) THC
THC Inicio Final
M1 99,74 101,59 1,85
M2 101,86 103,84 1,98
M3 99,73 100,54 0,81
100,44 101,99 1,55
Media vo Y Idil
RSD 1.08
Dosaje (%) CBG
CBG Inicio Final
M1 98,36 100,11 1,75
M2 99,78 101,45 1,67
M3 98,90 100,88 1,98
99,01 100,81 1,80
Media yo Y, Idil
RSD 1,27

Fuente: Elaboracion propia
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Anexo 4: Validez del Instrumento
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Anexo 5: Aprobacion del Comité de Etica

\[/ZA\ /2

Universidad
Norbert Wiener
RESOLUCION N* 294-2022-DFFB/UPNW
Lima, 13 de septiembre de 2022
VISTO:

El Acta N* 270 donde la Unidad Revisora de Asuntos Eticos de la
FFYB aprueba la no necesidad de ser evaluado el proyvecto por el Comité
de Etica de la Universidad gue presenta elf/la tesista LUJAN
PUCUHUAYLAS, HAIRO ENRIQUE v MEZA MELO, XIMENA ROSARIO
egresado (a) de la Facultad de Farmacia v Biogquimica.

CONSIDERANDO:
Que es necesario proseguir con la ejecucion del provecto de tesis,
presentado a la facultad de farmacia y bioguimica.

En uso de sus atribuciones, ¢l decano de la facultad de farmacia v
bioguimica;

RESUELVE:

ARTICULO UNICO: Aprobar el provecto de tesis titulado
“IMPLEMENTACION EN LA VALIDACION DE UNA TECNICA ANALITICA
PARA DETERMINAR LA POTENCIA DE CANNABIDIOL,
TETRAHIDROCANNABINOL Y CANNABIGEROL EN ACEITE POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTO RENDIMIENTO EN
LABORATORIO FARMACEUTICO. LIMA-2022" presentado por elfla
tesista LUJAN PUCUHUAYLAS, HAIRQO ENRIQUE v MEZA MELO,
XIMENA ROSARIO autorizandose su ejecucion.

Registrese, comuniquese v archivese.

= /4

Or, Rubsn Edusrdo Cusva Mestanza
ecune (¢) de la Faculted de Farmaecia ¥ Bloguimica

e —— . Pagina 1 de 1 G, -
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Anexo 6: Carta de presentacion y solicitud de la universidad para la Recoleccion de datos

W

Universidad
Norbert Wiener

Lima, 10 de agosto de 2022

Q.F. Jack Davila

Director Técnico

Laboratorio Altitude Consulting Perti
PRESENTE. -

De mi mayor consideracion:
Tengo el agrado de dirigirme a Usted para saludarla(o) en nombre propio y de la
Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Privada Norbert Wiener, a quien

represento en calidad de Decano (e).

Mediante la presente le solicito vuestra autorizacién para que la(o)s siguientes bachilleres de la
Facultad de Farmacia y Bioquimica de nuestra casa de estudios:

Alumnos (as) Cddigo de alumno
Hairo Enrique Lujan 2017200091
Pucuhuaylas
iXimena Rosario Meza Melo 2017200298

realicen la recoleccion de datos del proyecto de Tesis titulado: “I MPLEMENTACION EN
LA VALIDACION DE UNA TECNICA ANALITICA PARA DETERMINAR LA
POTENCIA DE CANNABIDIOL, TETRAHIDROCANNABINOL Y CANNABIGEROL
EN ACEITE POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTO RENDIMIENTO EN
LABORATORIO FARMACEUTICO. LIMA-2022”

Sin otro particular, hago propicia la ocasion para expresar mi consideracion y estima personal.

Atentamente,

# . Z1IL

AN
AUTITUDE LAB sogufﬁug fE@

Decano (¢} de Ia Facubad de Farmacia y Bioquinzica

Y 3
e Bl Hermande

a He
> RECTOR TECNICO
//
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Anexo 7: Informe del asesor de Turnitin

Reporte de similitud

NOMBRE DEL TRABAJO AUTOR

IMPLEMENTACION EN LA VALIDACION  Ximena Rosario Meza Melo
DE UNA TECNICA ANALITICA PARA DET
ERMINAR LA POTENCIA DE CANNABIDI

oL,

RECUENTO DE PALABRAS RECUENTO DE CARACTERES
16117 Words 85389 Characters

RECUENTO DE PAGINAS TAMARNO DEL ARCHIVO

82 Pages 2.1MB

FECHA DE ENTREGA FECHA DEL INFORME

Nov 18, 2022 8:48 PM GMT-5 Nov 18, 2022 8:52 PM GMT-5

® 13% de similitud general
El total combinado de todas las coincidencias, incluidas las fuentes superpuestas, para cada base ¢

* 12% Base de datos de Internet * 3% Base de datos de publicaciones
* Base de datos de Crossref * Base de datos de contenido publicado de Crossr

* 6% Base de datos de trabajos entregados

® Excluir del Reporte de Similitud

* Material bibliografico » Material citado

» Material citado * Coincidencia baja (menos de 10 palabras)

Resumen
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Anexo 8: Evidencias

Analista Lujan pipeteando los reaactivos Analista Meza ordenando viales de HPLC para
dentro de la campana de extraccion ser llevados al equipo

Analista Lujan ordenando viales de HPLC para
Dando resultados la balanza analitica ser llevados al equipo



Analista Lujan obteniendo resultados con Analista Meza obteniendo resultados con
el equipo HPLC el equipo HPLC

Analista Meza pipeteando los reactivos

. Reactivos con los que se trabajédentro de
dentro de la campana de extracion

la campana de extracion



