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RESUMEN

OBJETIVO: Validar la técnica analitica para la identificacion y cuantificacion por
cromatografia liquida de alta resolucion de Ambroxol Clorhidrato 7,5mg +
Clenbuterol clorhidrato 0.005mg/5mL en jarabe.

MATERIALES Y METODOS: Consistio en la identificacion, cuantificacion y
separacion de los principios activos en el sistema cromatografico y se evalué los
paradmetros de desempefio: especificidad, linealidad, exactitud, precisién, limite de

deteccidn y cuantificacion, robustez y rango.

RESULTADOS: La técnica analitica es especifica, puesto que no presenta
interferencia con ningln compuesto de degradacion del principio activo o algun
excipiente. Es lineal, muestra proporcionalidad con la concentracion del analito,
donde el coeficiente de correlacion (r) para el sistema y el método fueron r=0.995
gue es su valor aceptable. Es exacta, obteniéndose un porcentaje de recuperacion
de 100.1% en ambroxol y 100.5% en clenbuterol. Es precisa, con un coeficiente de
variacion (CV) para repetibilidad en ambroxol del 0.16% y en clenbuterol 0.41%,
para precision intermedia entre diferentes analistas, se obtuvo 0.23 y 1% en
ambroxol y clenbuterol respectivamente y entre diferentes equipos 0.48% y 1.08%
en ambroxol y clenbuterol respectivamente, el CV < 2.0%. El limite de deteccion
1.9052ppm y 0.001949ppm en ambroxol y clenbuterol respectivamente. El limite de
cuantificacion fue 2.3003ppm en ambroxol y 0.004971ppm en clenbuterol. Es
robusto, el producto terminado no evidencia alteracion. El rango obtenido oscila
entre 80%-120%.

CONCLUSION: La técnica analitica validada cumpli6 con las exigencias

establecidas de la USP vigente y se encuentra aptos para su respectiva utilizacion.

Palabras Claves: Validacion, HPLC, criterio de aceptacion, técnica analitica,

parametros de desempefio.



ABSTRACT

OBJETIVE: To validate the analytical technique for the indentification and
quantification by high performance liquid chromatography of Ambroxol
hydrochloride 7,5mg + Clenbuterol hydrochloride 0,005mg/5mL in syrup.

MATERIALS AND METHODS: It consisted of the identification, quantification and
separation of the active ingredients in the chromatographic system and the
performance parameters were evaluated: specificity, linearity, accuracy, precision,

detection and quantification limit, robustness and range.

RESULTS: The analytical technique is specific, since it does not interfere with any
degradation compound of the active ingredient or any excipient. It is linear, it shows
proportionality with the concentration of the analyte, where the correlation coefficient
(r) for the system and the method were r=0.995, which is its aceptable value. It is
exact, obtaining a recovery percentage of 100.1% in ambroxol and 100.5% in
clenbuterol. It is precise, with a coefficient of variation (CV) for repeatability in
ambroxol of 0.16% and in clenbuterol 0.41%, for intermediate precision between
different analysts 0.23 and 1% were obtained in ambroxol and clenbuterol
respectively and between different teams 0.48% and 1.08% in ambroxol and
clenbuterol respectively, the CV < 2.0%. The detection limit 1.9052ppm and
0.001949ppm in ambroxol and clenbuterol respectively. The quantification limit was
2.3003ppm for ambroxol and 0.004971ppm for clenbuterol. It is robust, the finished
producto shows no alteration. The range obtained is between 80%-120%.

CONCLUSION: The validated analytical technique complied with the requirements
established by the current USP and is suitable for it’s respective use.

Keywords: Validation, HPLC, acceptance criterio, analytical technique,

perform ance parameters.
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I. INTRODUCCION

En la actualidad el termino validacion viene integrandose como parte imprescindible
en la industria farmacéutica. Basicamente se fundamenta en el proceso de demostrar
gue los resultados obtenidos por un determinado método, técnica, procedimiento o

actividad, contribuye con el propdsito previsto.t

A nivel mundial cerciorarse del cumplimiento de los procesos de validacion viene
llevandose a cabo por los entes reguladores mas importantes como son la OMS (
Organizacion Mundial de la Salud), la FDA (Administracion de Medicamentos y
Drogas de los Estados Unidos), la ICH (Consejo Internacional para la Armonizacion
de requisitos técnicos para productos farmacéuticos de uso humano), la EMA
(Agencia Europea de Medicamentos); siendo la ICH la principal referencia para
recomendaciones y definiciones acerca de las caracteristicas de validacion de los
procedimientos analiticos?, sin embargo la FDA en 1976 determina por primera vez
el concepto de revisibn en las normas correctas de fabricacion, y siete afios

posteriores incluy6 criterios orientados a mejorar los validacion de procesos.?

La validacion de los métodos analiticos son un grupo de procesos y analisis que al
documentarlos nos permite demostrar frente a las entidades farmacéuticas y demas,
la confiabilidad de resultados precisos y exactos, y garantizar productos de calidad
para el cual fueron destinados.® Por ello en cada pais se crearon normativas con el
propdsito de regular las etapas del desarrollo de los productos farmacéuticos con el

fin de obtener productos de altos estandares de calidad.

En el Perd, la DIGEMID (Direccion General de Medicamentos Insumos y Drogas)
mediante los manuales de BPM (Buenas Practicas de Manufactura) y BPL (Buenas
Practicas de Laboratorio), permiten que se realicen la fabricacion de los productos
farmacéuticos con suma confiabilidad, eficacia, calidad y seguridad, para ello los
textos de consultas oficiales como la farmacopea americana, britanica, europea y
japonesa, nos proporcionan las técnicas analiticas de muchos de estos activos.* Sin
embargo, los pardmetros de desempefio dados no se alinean a las condiciones de
cada laboratorio en su debido pais. Por tal motivo los laboratorios actuales deben
demostrar la aplicabilidad de los métodos analiticos a su producto e instalaciones,

asi como la entidad reguladora DIGEMID en el Peru exigira el cumplimiento de la

11



Validacion de los métodos analiticos de cada medicamento que llegue a una etapa

de comercializacién .67

La asociacion de ambroxol clorhidrato y clenbuterol clorhidrato que son los principios
activos de nuestro estudio, son una de las combinaciones mas usadas Yy
comercializadas actualmente, por el aporte sinérgico frente a las afecciones
respiratorias mas comunes como broncoespasmos, asma bronquial, EPOC, fibrosis

pulmonar, entre otros.8?

Una de las metodologias de analisis con mas uso y de primera eleccion en la
identificacion y cuantificacion de analitos es realizado por cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC), método que nos proporciona seguridad y alto grado de
confianza en los resultados de nuestro producto farmacéutico de interés, la

combinacion de ambroxol y clenbuterol.10:18

Segun lo antes mencionado, el presente trabajo de investigacion tiene como énfasis
la Validacion de la técnica analitica para la identificacion y cuantificacion por
cromatografia liquida de alta resolucién de ambroxol clorhidrato 7,5mg + clenbuterol
clorhidrato 0,005mg/5mL en jarabe, en las instalaciones de Ilaboratorios
farmacéuticos S.J. Roxfarma, con el fin de documentar que la técnica es aplicable,

reproducible y confiable dentro de los limites esperados mediante la USP vigente.

La definicion de validacién se presenta de muchas maneras, siendo la propuesta
mas aceptada por la FDA como “la evidencia documentada que provee un alto grado
de garantia de que un proceso especifico producira, de forma consistente, un
producto que cumpla con sus especificaciones predeterminadas y atributos de
calidad™'.Teniendo en cuenta esta definicion podemos conceptualizar que la
validacion de métodos analiticos es el proceso por el cual queda establecido por
estudios experimentales y/o de laboratorio, que la capacidad del método y
caracteristicas de desempefio cumple con los requisitos para la aplicacion analitica
deseada.! La clasificacion para métodos analiticos se da segun la funcién de su
estado regulatorio, encontrando aqui a los métodos farmacopéicos y los no
farmacopeicos'?.Las pruebas analiticas farmacopéicas se pueden evaluar segun los
parametros de cuatro categorias (USP43): categoria |, para cuantificar componentes
principales de los farmacos a granel o activos (incluidos conservantes) en productos

terminados. Categoria ll, para determinar impurezas en farmacos a granel o residuos

12



de degradacion, en estos procedimientos incluyen pruebas de limite y analisis
cuantitativos. Categoria lll, para determinar caracteristicas de desempefio como
disolucion, liberacion de farmacos. Categoria IV, para pruebas de identificacion.3’
Dependiendo de cada categoria se requiere tener en cuenta informacién analitica

diferente en los parametros de desempefio como se muestra en el anexo Al.

Los sintomas asociados a las enfermedades respiratorias suelen darse por la tos y
las secreciones tragueo bronquiales, es por ello que combinaciones sinérgicas de
principios activos es una de las alternativas para el tratamiento de este tipo de
afecciones. El Clenbuterol como agente broncodilatador ejerce estimulacion sobre
los receptores agonistas B2 adrenérgicos de manera selectiva dilatando los
bronquios oprimidos y el Ambroxol, por sus propiedades mucoliticas actla
modificando las caracteristicas fisicoquimicas de la secrecién bronquial, rompe los
puentes disulfuros(Sz) y realiza la lisis de las mucoproteinas, mejorando el flujo y

transporte de moco para su facil eliminacion.811.13

Entre los antecedentes internacionales y nacionales encontrados respectivamente,

se dispone de los siguientes estudios:

Guillen, J. (2019). En su tesis “Desarrollo y validacion de un método analitico para
la determinacion simultanea de ambroxol y clenbuterol en jarabe por cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC)” tuvo como objetivo desarrollar y validar un
procedimiento analitico por HPLC para determinar simultaneamente clorhidrato de
ambroxol y clenbuterol en jarabes. En la evaluacion de la exactitud se encontraron
porcentajes de recuperacion en los niveles 70, 100 y 130% entre (69,34;
100,86;129,69) % y (68,76; 99,16; 127,71) % con coeficiente de variacién de (0,38;
0,61; 0,24) y (0,20; 1,63; 0,35) para clenbuterol y ambroxol respectivamente. Los
limites de deteccién y cuantificacién fueron (0,23/0,70) y (0,07/0,22) para clenbuterol
y ambroxol respectivamente. Los resultados demostraron que el método propuesto

fue satisfactorio bajo las condiciones de andlisis desarrolladas.®

Morales, J. (2017). En su tesis “Desarrollo de un método para la cuantificacion de
clenbuterol y ambroxol en jarabes para la tos por medio de cromatografia liquida de
alta resolucién”, la investigacién propuso determinar la concentracién de clenbuterol
y ambroxol en conjunto en jarabe por HPLC. Sin embargo, esto no fue posible debido

a que el compuesto clenbuterol no se pudo detectar por medio de la metodologia
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propuesta. Para ambroxol la desviacion de 2,25 estuvo fuera del criterio; precision
intermedia fue de 4x10714, fuera de aceptacion; precision del sistema fue 0,3 lo cual
cumple con el criterio; la linealidad cuyo cociente de regresion de 0,998 por lo que
se considera lineal; el rango fue de 80% al 120% de la concentracion de ambroxol,
es decir, de 0,6 a 0,9g/mL. El método no fue el adecuado para la evaluacion de este

tipo de jarabes.!!

Parra, Z. et al (2017). En su articulo “Desarrollo y validacion de un método analitico
por HPLC para la determinacion simultanea de clorhidrato de ambroxol y loratadina
en jarabes” describe que su proposito de investigacion fue la desarrollar y validar una
metodologia por HPLC para la determinacién simultanea de clorhidrato de ambroxol
y loratadina en jarabes. La metodologia fue validada segun los requerimientos de la
USP vigente. El método propuesto fue lineal en un rango de concentracion entre
0,12mg/mL a 0,90mg/mL para clorhidrato de ambroxol y 0,02mg/mL a 0,16mg/mL
para loratadina. Los resultados demostraron que el método es robusto y confiable
bajo las condiciones de analisis dadas, asimismo, fue preciso, exacto y selectivo, lo
cual reconocié inequivocamente la presencia de ambroxol y loratadina,
discriminando la presencia de productos de degradacion y sustancias
contaminantes. Se concluyd que el método puede ser aplicado para procedimiento
rutinario en pruebas de control de calidad.!®

Guarniz, D. (2016) en su tesis “Validacion del método analitico por cromatografia
liqguida de alta resolucién (HPLC) para la cuantificacion de ambroxol clorhidrato en
polvo para suspension oral”. En sus resultados: La linealidad del sistema tuvo un
coeficiente de correlacion r=1,000 y 0,9993 la linealidad del método. En la precision
los valores obtenidos de RSD nos demuestran que el valor maximo permitido es de
2% y el método en repetibilidad tuvo un RSD de 1,155% siendo conforme. El
estandar, muestra, placebo nos demuestran que ningun excipiente interfiere con el

pico del principio activo, por lo tanto, el método es selectivo.'4

Acosta M, et al (2014) en su tesis “Validacion de una técnica analitica por
cromatografia de alta performance (HPLC) y célculo de la incertidumbre para los
ensayos de ambroxol clorhidrato y clenbuterol clorhidrato en un jarabe, Arequipa-
2013 tuvieron como objetivo primordial el validar la metodologia analitica por HPLC

y calcular la incertidumbre de los principios activos ambroxol y clenbuterol en un
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jarabe. Evaluaron parametros como linealidad, precision, exactitud, especificidad y
rango, obteniéndose resultados adecuados. Demostraron mediante disefio
experimental que la metodologia analitica era lineal dado que se obtuvo un
coeficiente de correlacion para ambroxol:0,9992 y clenbuterol: 0,9998; lineal en el
rango de 0,09mg/mL a 0,21mg/mL para ambroxol y 0,00030mg/mL a 0,00057mg/mL
para clenbuterol; es precisa ya que el coeficiente de variacion para las areas y los
tiempos fue de <2%, la repetibilidad tuvo un coeficiente de variacion de 0,80% y
1,38% para ambroxol y clenbuterol respectivamente; es exacta con una recuperacion
media de ambroxol del 99,86% y clenbuterol de 99,87%; es especifica dado que no
se evidencio interferencia de productos de degradacion o de los excipientes en el

andlisis de los principios activos .°

Tapia W.,(2011) en su Informe de investigacion tipo Il ” Validacion de un método
analitico por cromatografia liquida de alta resolucion(HPLC) para la cuantificacion de
ambroxol clorhidrato 7,5mg/mL solucién oral gotas”, se evaluaron en la presente
investigacion los parametros de desempefio como son: Linealidad, precision,
exactitud, limite de cuantificacion y deteccion, especificidad, robustez y rango, los
cuales concluyeron que el método analitico propuesto es lineal, exacta, precisa,
especifica y robusta, lo cual, con este método demostraron confiabilidad

garantizando la férmula del principio activo analizada'®.

El trabajo mencionado por Tapia, es un antecedente relevante, puesto que coincide
con uno de los principios activos estudiados en esta investigacion, mas aun teniendo

en cuenta la informacion que brindara para nuestra discusion.

De esta forma justificamos la investigacion realizada, puesto que observamos la
necesidad que tiene la industria farmacéutica al no contar con la documentacion, el
equipamiento, insumos y los conocimientos necesarios para la aplicacion de técnicas
analiticas confiables que pueden demandar gastos de inversién econdmica, humana
y de tiempo en el desarrollo. Es por ello que se requiere implementar la validacion
de nuevos métodos analiticos o la adaptacion de los métodos farmacopéicos a las
necesidades de cada laboratorio, siempre garantizando la confiabilidad en los
resultados y el cumplimiento de Buenas Practicas de Manufactura, Buenas Practicas
de Laboratorio que demuestren la aplicabilidad del método al producto e

instalaciones.1®
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Al trabajar juntos ambroxol y clenbuterol de manera sinérgica mejorando las vias
respiratorias que cursan con broncoconstriccion y dificultad para expulsar las
secreciones bronquiales, este medicamento en el facultativo es de primera eleccion,
es por ello que se busca que la técnica analitica cumpla con los altos estandares de

calidad.13

El HPLC es el equipo adecuado de mayor alcance para lograr los resultados en la
técnica analitica, este nos permite obtener tiempo de analisis mas rapidos, separar
sustancias de mezclas complejas, ejecucion de los analisis con facilidad y exactitud,

y con errores relativos menores al 1%.% 16

Por las razones anteriormente descritas se ha tomado la decisiéon de validar una
técnica analitica adecuada para el principio activo de nuestro interés rigiéndonos al

marco legal.

El objetivo general de la investigacion es validar la técnica analitica para la
identificacion y cuantificacion por cromatografia liquida de alta resolucion de

ambroxol clorhidrato 7,5mg + clenbuterol clorhidrato 0,005mg/5mL en jarabe.
La hipodtesis general de la investigacion hace énfasis que:

La validacion de la técnica analitica para la identificacion y cuantificacion por
cromatografia liquida de alta resolucion de ambroxol clorhidrato 7,5mg + clenbuterol

clorhidrato 0,005mg/5mL en jarabe cumple con los parametros establecidos.
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MATERIALES Y METODOS

2.1 Enfoquey disefio de lainvestigacion

211

2.1.2

2.1.3

Enfoque: La investigacion retne un enfoque cuantitativo. Cuantitativo
porque usa la recoleccibn de datos para probar la hipétesis
basandonos en la medicién y analisis estadistico.

Disefio: Es de disefio experimental, porque en el estudio trabajado se
control6 la influencia de la variable independiente sobre la variable
dependiente una vez manipulada, observando y Vvigilando el
procedimiento experimental. Asimismo, se analizo los datos recogidos
con el uso de técnicas estadisticas hasta obtener las conclusiones
respectivas.

Tipo: Prospectivo y longitudinal. Prospectivo, ya que el estudio se inicio
antes de los hechos y los datos que se recogieron fueron a medida que
se realizaba el procedimiento. Longitudinal, porque se analiz0 y
observé la secuencia, modificacion o evolucién de nuestra muestra a

lo largo de un tiempo.

2.2 Poblacion, muestra, y muestreo

221

2.2.2

2.2.3

Poblacion: Lote industrial de 1200L de ambroxol clorhidrato 7,5mg +
clenbuterol clorhidrato 0,005mg/5mL en jarabe comercializados por
laboratorios S.J. Roxfarma.

Muestra: Se tomaron 10 frascos de 120mL de ambroxol clorhidrato
7,5mg + clenbuterol clorhidrato 0,005mg/5mL en jarabe siendo el 0.1%
de la poblacion.

Muestreo: Considerando el tamafio del lote, las muestras se

seleccionaron de manera aleatoria.

2.3 Variables de la investigacion

231

2.3.2

Variable 1: Validacion de la técnica analitica por cromatografia liquida
de alta resolucion. Es la variable que se ve afectada por la estimulacion
de la variable 2.

Variable 2: Identificacion y cuantificacion de ambroxol clorhidrato
7,5mg + clenbuterol clorhidrato 0,005mg/5mL en jarabe. Es la variable
de estudio, la cual se manipul6 para observar los efectos que produjo
sobre la variable 1.
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2.4 Técnica e instrumentos de recoleccion de datos
2.4.1 Técnica: Se realiz6 mediante la observacion experimental y el analisis
documentado y proporcionado por el cromatografo liquido de alta
resolucion?.
2.4.2 Instrumentos: La Hoja de trabajo y registro de datos, como muestra
anexo A2, fueron ingresados a cuadros en sistema Excel y formato
Minitab 186,

2.5 Plan metodoldgico paralarecoleccion de datos

El procedimiento para la recoleccion de datos del estudio se basa en la

observacion y realizacién de lo siguiente:

Se desarroll6 y se valido la técnica analitica de nuestra investigacion con
metodologias y especificaciones farmacopéicas vigentes, utilizandose el
procedimiento analitico del producto Ambroxol clorhidrato 7,5mg + Clenbuterol
clorhidrato 0,005mg/5mL en jarabe brindada por el laboratorio S.J. Roxfarma y

en el caso de pruebas especificas se procedié segun el protocolo establecido.

El sistema cromatografico cumple con las siguientes condiciones: Cromatdgrafo
liquido de alta resolucion (HPLC) marca Thermo Scientific cuyo modelo es
Dionex 3000 con detector DAD (Diode Array Detectors), UV/VIS (Ultravioleta o
Visible) ajustado a 248nm para ambroxol clorhidrato y 215nm para clenbuterol
clorhidrato. Se usd la columna cromatografica Octadecilsilano ligado
quimicamente a microparticulas de silice totalmente porosa (L1), cuyas
dimensiones son de 250mm x 4,6mm x 5um (Eclipse XDB-C18) para ambos
principios activos, a flujo de 1,0mL/minuto dentro de una temperatura a 25°C con
volumen de inyeccién 10uL en un tiempo de corrida de aproximadamente 6
minutos para ambroxol clorhidrato y para clenbuterol clorhidrato a flujo de
0.6mL/minuto a 40°C con volumen de inyeccién 50uL en un tiempo de corrida de

60 minutos la muestra y 25 minutos el estandar.

Para el desarrollo de la técnica analitica y su respectiva validacién se procedio

de la siguiente manera:
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251 Estandares:

. Ambroxol clorhidrato.

. Clenbuterol clorhidrato.

2.5.2 Muestra:

o Ambroxol clorhidrato 7,5mg + Clenbuterol clorhidrato 0,005mg/5mL.

253 Reactivos:

o Agua purificada

o Acetonitrilo

o Metanol

o Heptanosulfonato de sodio

. Acido fosforico

o Hidréxido de potasio

o Fosfato de monobasico de potasio
. Acido clorhidrico

o Peréxido de hidrogeno 30%

. Hidroxido de sodio

254 Instrumentos y equipos:

. Balanza analitica

o Purificador de agua

. Bafio ultrasonido

o Cromatografo liguido de alta resolucion (HPLC) Thermo
Scientific/Dionex  3000.

o Cromatografo  liquido de alta resolucion  (HPLC)Thermo
Scientific/Dionex U-3000

o Cromatografo liquido de alta resolucién (HPLC) Dionex Ultimate 3000

o Refrigeradora
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2.5.6

25.6.1

2.5.6.2

Bafio Maria
Estufa
Camara climatica

Multipardmetro

Materiales

Vasos de precipitacion de 250mL, 500mL.

Matraz volumétrico de 10mL, 20mL, 50mL, 100mL, 200mL.

Pipetas volumétricas de 1mL, 2mL, 4mL, 5mL, 10mL.

Pipetas graduadas de 1mL, 2mL, 5mL, 10mL.

Probetas de 500mL, 1000mL, 2000mL.

Membrana filtrante PVDF GVWP02500 de 0,45um de poro x 25mm.
Membrana filtrante PVDF HVLP04700 de 0,45um de poro x 47mm.
Porta filtros y jeringas descartables.

Viales de HPLC de 2mL y tapas.

Columna cromatogréfica: Octadecilsilano ligado quimicamente
particulas de silice totalmente porosa (L1) (Zorbax XDB-C18) de

250mm x 4,6mm X S5pm.

Método analitico:

Condiciones cromatograficas:

En la preparacion de la fase movil se mezclé y desgasifico, durante 10
minutos.

Una hora antes de iniciar el andlisis se acondiciond el sistema

cromatografico.

Sistema Cromatogréfico:

Columna: Octadecilsilano ligado quimicamente a particulas de silice
porosa (L1) (Zorbax Eclipse XDB-C18)

Dimensiones de la Columna: 250mm x 4.6mm x 5um.
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e Flujo: Gradiente

Tabla 1: Variacion de flujo

Tiempo (min) Flujo
0.00 min 0,90mL/min
34.5 min 0,90mL/min
35.0 min 1,60mL/min
54.5 min 1,60mL/min
54.9 min 0,90mL/min
55.0 min 0,90mL/min

e Temperatura: 35°C

e Deteccion: 210nm — 310nm

Tabla 2: Variacion de longitud de onda

Tiempo nm
0.00 min 210
35.00 min 310
55.00min 210

e Volumen de inyeccién: 80uL

e Tiempo de corrida: Aproximadamente 55 minutos

2.5.6.3 Fase movil:

2.5.6.3.1

2.5.6.3.2

Preparacion del Buffer pH 3.0: Se peso 5,0g de fosfato monobasico
de potasio y 3,0g de heptanosulfonato de sodio en un matraz de
1000mL, agregaremos 850mL de agua. Sonicamos hasta disoluciéon
completa y mezclamos. Ajustamos a pH 3.0 con acido fosforico
30%(V/V).

La fase mavil: Buffer pH 3.0: Acetonitrilo: Metanol, (600:105:295) con
las siguientes proporciones respectivamente para 1000mL.Filtramos
a través de la membrana PVDF a 0,45um, desgasificamos y

trasvasamos a un frasco apropiado.
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2.5.7

25.7.1
25.7.2

25.7.3

2574

2575

2.5.7.6

Preparacion de las soluciones de trabajo:

Diluyente: Acido Clorhidrico (HCI) 0,1N.

Solucidn estdndar mixto: Concentracion final (Ambroxol Clorhidrato
0,3mg/mL y Clenbuterol 0,0002mg/mL). Se pes6 aproximadamente
20mg de Clenbuterol HCI RS, en un matraz volumétrico de 100mL,
agregamos 30mL de diluyente y sonicamos por 5 minutos; se
completé a volumen con diluyente y mezclamos. De la solucion
anterior se transfirio 2,0mL en un matraz volumétrico de 100mL;
completamos a volumen con diluyente y mezclamos para obtener la
solucion A.

Pesamos 30mg de ambroxol Clorhidrato, en un matraz volumétrico de
100mL, agregamos 30mL de diluyente y sonicamos por 5 minutos
hasta disolucion completa. Transferimos 5,0mL de la solucion A; hasta
completar a volumen con diluyente y mezclamos.

Solucion muestra: Transferimos 5mL de muestra (£ 7,5mg de
Ambroxol clorhidrato y 0,005 de Clenbuterol clorhidrato) exactamente
medidos a un matraz volumétrico de 25mL, llevamos a volumen con
diluyente y mezclamos. Se filtr6 una porcién de esta solucion a través
de la membrana PVDF de 0,45um descartando los primeros mililitros
del filtrado. Obteniendo una concentracion final de Ambroxol
0,3mg/mL y Clenbuterol Clorhidrato 0,0002mg/mL.

Muestra placebo: Transferimos 5,0mL de placebo (x 0,0mg de
Ambroxol Clorhidrato y 0,0mg de Clenbuterol Clorhidrato), medidos
exactamente en un matraz volumétrico de 25mL diluimos y llevamos
a volumen con diluyente mezclamos y homogenizamos.

Estandar Ambroxol Clorhidrato: Transferimos 15mg de Ambroxol
clorhidrato a un matraz volumétrico de 50mL, se agregd 30mL de
diluyente y sonicamos por 5 minutos. Llevamos a volumen con
diluyente y homogenizamos.

Estandar Clenbuterol Clorhidrato: Transferimos 20mg de
Clenbuterol clorhidrato y lo colocamos a un matraz volumétrico de
100mL, seguidamente agregamos 30mL de diluyente y sonicamos por

5 minutos, llevamos a volumen con la misma solucién y mezclamos.
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2.5.8
2.5.8.1

Transferimos 2,0mL solucién y llevamos a un matraz volumétrico de
200mL, completamos con diluyente y mezclamos. De la solucion
anterior transferimos 2,0mL y llevamos a un matraz de 20mL

diluyendo a volumen con diluyente y mezclamos.

Proceso de Validacion:

Aptitud de Sistema: Se prepardé dos muestras del estandar mixto
segun el punto 2.5.7.2 detallado antes en la presente investigacion;
filtramos una porcién de la solucion a través de la membrana PVDF
0,45um hacia los viales HPLC descartando los primeros mililitros del
filtrado.

Luego procedimos a realizar la recoleccion de datos de 6 inyecciones
del estandar mixto por duplicado y en el ensayo se evalu6 la
adecuacion del sistema.

Muestras N° de Muestras N° de Inyecciones

Estandar Mixto 1 1 6

Estandar Mixto 2 1 6

2.5.8.2

2.5.8.2.1

Especificidad:

Capacidad de evaluar de manera evidente y clara el analito en
participacion con aquellos componentes cuya presencia pueden
encontrarse como probables, tales como impurezas, productos de
degradacion y componentes de la matriz®. Se realizé pruebas de

Especificidad por identificacion y Especificidad por degradacion.
Especificidad por Identificacion: Se realiz6 analisis individuales de

cada uno de los componentes de la formula, tomando como referencia

la concentracion de cada uno de ellos, segun técnica analitica.
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258211

2.58.2.1.2

2.5.8.2.1.3

258214

2.5.8.2.15

2.5.8.2.1.6

2.58.2.1.7

2.5.8.2.1.8

2.5.8.2.1.9

Estandar mixto (Ambroxol clorhidrato y Clenbuterol
clorhidrato): Se preparo la solucion estandar segun lo establecido
en el punto 2.5.7.2 detallado anteriormente en la presente
investigacion.

Estandar de Ambroxol clorhidrato: Se preparé la solucién
estandar segun el punto 2.5.7.5 detallado anteriormente en la
presente investigacion.

Estandar de Clenbuterol clorhidrato: Se preparé la solucion
estandar segun el punto 2.5.7.6 detallado previamente en la
presente investigacion.

Metilparabeno: Se pes6 36mg de metilparabeno en un matraz
volumétrico de 100mL, se llevé a volumen con diluyente y se
mezclo.

Propilparabeno: Pesamos 20mg de propilparabeno en un matraz
volumétrico de 50mL, diluimos a volumen con diluyente vy
mezclamos. Transferimos 5,0mL de esta solucién y llevamos a un
matraz volumétrico de 50mL, completamos a volumen con
diluyente y mezclamos.

Glicerol: Pesamos 848mg de Glicerol en un matraz volumétrico de
20mL y llevamos a volumen con diluyente. De esta primera solucion
transferimos 10mL a un matraz volumétrico de 20mL, completamos
a volumen con diluyente y mezclamos.

Sorbitol solucion no cristalizante: Pesamos 1880mg de sorbitol
solucion no cristalizante en un matraz volumétrico de 20mL, luego
diluimos a volumen con diluyente y mezclamos.

Propilenglicol: Se pes6 320mg de propilenglicol en un matraz
volumétrico de 20mL, diluimos a volumen con diluyente y
mezclamos. Asimismo, transferimos 5,0mL de esta primera
solucion a un matraz volumétrico de 20mL, completamos a
volumen con diluyente y mezclamos.

Acido Citrico anhidro: Pesamos 52mg de &cido citrico anhidro en
un matraz volumétrico de 100mL, diluimos a volumen con diluyente

y mezclamos. Seguidamente, transferimos de la solucion anterior
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2.5.8.2.1.10

258.21.11

2.5.8.2.1.12

2.5.8.2.1.13

2.5.8.2.1.14

2.5.8.2.1.15

25mL y lo llevamos a un matraz volumétrico de 50mL, completamos
a volumen con diluyente y mezclamos.

Citrato de sodio dihidratado: Pesamos 40mg de citrato de sodio
dihidratado en un matraz volumétrico de 50mL, diluimos a volumen
con diluyente y mezclamos. De esta solucion transferimos 1mL y
llevamos a un matraz volumétrico de 20mL, completamos a
volumen con diluyente y mezclamos.

Sacarina Sédica Dihidratada: Pesamos 20mg de Sacarina sédica
dihidratada en un matraz volumétrico de 50mL, diluimos a volumen
con diluyente y mezclamos. Se transfirid 1mL de esta soluciény se
llevd a un matraz volumétrico de 20mL, luego completamos a
volumen con diluyente y mezclamos.

Sabor granadilla: Medimos 0,465mL de sabor a granadilla en un
matraz volumétrico de 50mL, luego diluimos a volumen con
diluyente y mezclamos. Seguidamente transferimos 2mL de esta
solucion y lo llevamos a un matraz volumétrico de 20mL,
completamos a volumen con diluyente y mezclamos.

Placebo: Se preparé la muestra segun el punto 2.5.7.4 detallado
anteriormente en el presente estudio.

Estandar mixto de Ambroxol Clorhidrato y Clenbuterol
Clorhidrato: Se preparo la solucion estandar mixta segun el punto
2.5.7.2 descrito con anterioridad en la presente investigacion.
Solucién Muestra: Se preparé la solucibn muestra segun lo
establecido en el punto 2.5.7.3 descrito anteriormente en el
presente estudio.

Filtramos una porcion de estas soluciones a través de la membrana de PVDF de

0.45um hacia los viales HPLC, descartando los primeros tres mililitros. Luego

procedimos a realizar la corrida en el equipo HPLC colocando las muestras en

el orden que indica la siguiente tabla.
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Muestras

N° de muestras

N° de inyecciones

Fase movil

1

2

Agua

Buffer

Acetonitrilo

Metanol

Estandar mixto de Ambroxol y Clenbuterol

Estandar de Ambroxol Clorhidrato

Estandar de Clenbuterol Clorhidrato

Metilparabeno

Propilparabeno

Glicerol

Sorbitol solucién no Cristalizante

Propilenglicol

Acido citrico Anhidro

Citrato de sodio Dihidratado

Sacarina Sddica Dihidratado

Sabor a Granadilla

Placebo

Estandar mixto de ambroxol y clenbuterol

Muestra de producto terminado

N N[ NN NN NN DN NN NN PP P P

N N[ NN NN NN DN DN NN NN O NN NN

2.5.8.2.2 Especificidad por degradacion: Se realiz6 andlisis individuales de

cada uno de los componentes de la férmula: placebo, analito

(estandar mixto, estdndar de ambroxol y estandar de clenbuterol) y

producto terminado (solucién muestra).

2.5.8.2.2.1 Preparacion de la muestra a CONDICIONES NORMALES:

2.5.8.2.2.1.1 Placebo: Pesamos 5,0mL de placebo (£ 0,0mg Ambroxol

Clorhidrato y 0,0mg Clenbuterol Clorhidrato), exactamente
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2582212

25.8.2.2.1.3

2582214

2582215

medidos, luego lo trasladamos a un matraz volumétrico de
25mL, diluimos a volumen con diluyente y mezclamos.
Estandar mixto Ambroxol HCI y Clenbuterol HCI: Se preparé
la solucion segun el punto 2.5.7.2 antes mencionado en el
presente informe.

Solucion estandar de Ambroxol Clorhidrato: Se prepar6 la
solucion segun el punto 2.5.7.5 antes mencionado en el
presente informe.

Solucion estandar de Clenbuterol: Se prepard la solucidon
segun el punto 2.5.7.6 antes mencionado en el presente
informe.

Solucién muestra: Se prepard la solucidbn segun el punto

2.5.7.3 mencionado con anterioridad en el presente informe.

2.5.8.2.2.2 Preparacion de la muestra sometida a degradacién por
FOTOLISIS:

2582221
25822211

2582221.2

2.5.8.2.2.2.2

Placebo:

Degradacion por luz ultravioleta: Trasferimos 5,0mL de
placebo, exactamente medidos, a un matraz volumétrico de
25mL, lo cual sometimos a condiciones de degradacion a
luz ultravioleta por un periodo de 24 horas. Seguidamente
continuamos la preparacion de la solucion placebo segun
el punto 2.5.7.4 establecidos antes en la presente
investigacion.

Degradacion por luz natural: Transferimos 5,0mL de
placebo, exactamente medidos, a un matraz volumétrico de
25mL, luego lo sometimos a condiciones de degradacion
por luz natural. Seguidamente continuamos la preparacion
de la solucion placebo segun el punto 2.5.7.4 que fueron
descritos anteriormente en la presente investigacion.

Estandar mixto ambroxol clorhidrato y clenbuterol clorhidrato:

2.5.8.2.2.2.2.1 Degradacion por luz ultravioleta: Se transfiri6 20mg de

Clenbuterol clorhidrato a un matraz volumétrico de 100mL,

y sometimos a exposicion por la lampara UV (luz UV a
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258222272

254nm) por 24 horas. Paralelamente transferimos
aproximadamente 30mg de Ambroxol clorhidrato a un
matraz volumétrico de 100mL, seguidamente sometimos a
exposicion por lampara UV (luz UV a 254nm) por 24 horas,
ambas muestras. Luego continuamos la preparacion de la
solucion estandar segun el método antes establecido en el
punto 2.5.7.2 de la presente investigacion.

Degradacion por luz natural: Transferimos 20mg de
Clenbuterol clorhidrato a un matraz volumétrico de 100mL,
paralelamente transferimos 30mg de Ambroxol Clorhidrato
exactamente pesados a un matraz volumétrico de 100mL y
lo sometimos a exposicion por luz natural por 24 horas,
ambas muestras. Luego del tiempo continuamos la
preparacion de la solucion estandar segun la técnica antes
establecida en el punto 25.7.2 de Ila presente

investigacion.

2.5.8.2.2.2.3 Solucibn de Ambroxol Clorhidrato:

25822231

2.5.8.2.2.2.3.2

Degradacion por luz ultravioleta: Pesamos 15mg de
Ambroxol clorhidrato, colocamos en un matraz volumétrico
de 50mL y lo sometimos a exposicion por lampara UV (luz
a 254nm) por 24 horas. Luego agregamos 20mL de
diluyente y sonicamos por 5 minutos hasta disolucion
completa y mezclamos.

Degradacién por luz natural: Pesamos 15mg de Ambroxol
clorhidrato, colocamos en un matraz volumétrico de 50mL,
lo sometimos a exposicion por luz natural por 24 horas.
Luego del tiempo indicado agregamos 20mL de diluyente y
sonicamos por 5 minutos hasta disolucion completa,

seguidamente lo llevamos a volumen y mezclamos.

2.5.8.2.2.2.4 Solucion de Clenbuterol Clorhidrato:

25822241

Degradacion por luz ultravioleta: Pesamos 20mg de
Clenbuterol clorhidrato y colocamos en un matraz
volumétrico de 100mL, luego lo sometimos a exposicion

por lampara UV (luz UV a 254nm) por 24 horas.
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Seguidamente continuamos la preparacion de la solucion
estandar segun el método antes detallado en el punto
2.5.7.6 de la presente investigacion.

2.5.8.2.2.2.4.2 Degradacion por luz natural: Pesamos 20mg de
Clenbuterol clorhidrato y colocamos en un matraz
volumétrico de 100mL, y sometimos a exposicion por luz
natural a 24 horas. Luego continuamos la preparacion de
la solucion estandar segun el método establecido con
anterioridad en el punto 25.7.6 de la presente
investigacion.

2.5.8.2.2.2.5 Solucidon muestra:

2.5.8.2.2.2.5.1 Degradacion por luz Ultravioleta: Se transfiri6 5,0mL de la
muestra a un matraz volumétrico de 25mL y sometimos a
exposicion por lampara UV (luz UV a 254nm) durante 24
horas. Luego continuamos la preparacion de la solucion
muestra segun el método antes descrito en el punto 2.5.7.3
de la presente investigacion.

2.5.8.2.2.2.5.2 Degradacion por luz natural: Se transfirio 5,0mL de la
muestra a un matraz volumétrico de 25mL y sometimos a
exposicion por luz natural durante 24 horas. Seguidamente
continuamos la preparacion de la solucion muestra segun
el método antes detallado en el punto 2.5.7.3 de la presente

investigacion.

Filtramos una porcion de cada solucion final a través de la membrana de
PVDF de 0.45um hacia los viales de HPLC, descartando los primeros

mililitros y se procedio a realizar la corrida en el cromatografo.

2.5.8.2.2.3 Preparacion de muestra sometida a degradaciéon por

TERMOLISIS.
2.5.8.2.2.3.1 Placebo: Transferimos 5,0mL de placebo a un matraz
volumétrico de 25mL, y lo colocamos en la estufa a 70°C por

24 horas, continuamos la preparacion de la solucién placebo
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2.5.8.2.2.3.2

2.5.8.2.2.3.3

2582234

2.5.8.2.2.3.5

segun la técnica antes establecido en el punto 2.5.7.4 del
presente informe.

Estandar Mixto Ambroxol clorhidrato y Clenbuterol clorhidrato:

Pesamos 20mg de Clenbuterol clorhidrato, y colocamos en un
matraz volumétrico de 100mL, paralelamente pesamos 30mg
de Ambroxol clorhidrato y transferimos a un matraz
volumétrico de 100mL, seguidamente colocamos en la estufa
a 70°C por 24 horas y luego esperamos que la muestra llegue
a temperatura ambiente. Posteriormente continuamos la
preparacion de la solucion estandar segun el método
establecido con anterioridad en el punto 2.5.7.2 del presente
informe.

Solucion _de Ambroxol clorhidrato: Transferimos 15mg de

Ambroxol clorhidrato a un matraz volumétrico de 50mL, y
colocamos a la estufa a 70°C por 24 horas. Luego esperamos
gue la muestra llegue a temperatura ambiente. Seguidamente
agregamos 20mL de diluyente y sonicamos por 5 minutos
hasta disolucion completa, se llevé a volumen y mezclamos.

Solucién de Clenbuterol clorhidrato: Transferimos 20mg de

Clenbuterol clorhidrato a un matraz volumétrico de 100mL, y
colocamos en la estufa a 70°C por 24 horas, luego de esto
esperamos que la muestra llegue a temperatura ambiente, y
posteriormente continuamos con la preparacion de la solucion
estandar segun el método antes establecido en el punto
2.5.7.6 del presente informe.

Solucién Muestra: Transferimos 5,0mL de solucidon muestra a

un matraz volumétrico de 25mL y colocamos en la estufa a
70°C por 24 horas, luego se esperd que la muestra llegue a
temperatura ambiente y continuamos con la preparacion de la
solucion muestra siguiendo la técnica detallada anteriormente

en el punto 2.5.7.3 del presente informe.
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Filtramos una porcion de cada solucion final a través de la membrana de

PVDF de 0.45um hacia los viales de HPLC descartando los primeros

mililitros y se procedio a realizar la corrida en el equipo.

2.5.8.2.2.4 Preparacion de la muestra sometida a degradacion ACIDA:

2582241

258.2.2.4.2

25.8.2.2.43

Placebo: Transferimos 5,0mL de placebo a un matraz
volumétrico de 25mL, agregamos 1mL de Acido clorhidrico 1N
y llevamos a bafio Maria a una temperatura de 60°C, por un
periodo de una hora. Pasado el tiempo retiramos y dejamos
enfriar a temperatura ambiente, neutralizamos adicionando
1mL de Hidroxido de sodio 1N, posterior a esto continuamos
la preparacion de la solucion placebo segun la técnica
detallada antes en el punto 2.5.7.4 del presente estudio.

Estandar mixto Ambroxol clorhidrato y Clenbuterol clorhidrato:

Pesamos 20mg de Clenbuterol clorhidrato en un matraz
volumétrico de 100mL, paralelamente transferimos 30mg de
Ambroxol clorhidrato en un matraz volumétrico de 100mL,
agregamos 1mL de Acido clorhidrico 1N, llevamos a bafio
Maria a 60°C durante una hora. Pasado el tiempo retiramos
la muestra y dejamos enfriar a temperatura ambiente,
neutralizamos adicionando 1mL de hidroxido de sodio 1N,
luego continuamos con la preparacién de la solucion estandar
segun el método detallado antes en el punto 2.5.7.2 del
presente estudio.

Solucion _de Ambroxol Clorhidrato: Pesamos 15mg de

Ambroxol clorhidrato en un matraz volumétrico de 50mL y
agregamos 1mL de Acido clorhidrico 1N, llevamos a bafio
Maria a una temperatura de 60°C durante una hora, pasado
el tiempo retiramos la muestra y dejamos enfriar a
temperatura ambiente, neutralizamos adicionando 1mL de
hidroxido de sodio 1N, luego agregamos 20mL de diluyente y
sonicamos por 5 minutos hasta disolucion completa,

seguidamente llevamos a volumen y mezclamos.
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2582244

2.5.8.22.4.5

Solucion _de Clenbuterol Clorhidrato: Pesamos 20mg de

Clenbuterol clorhidrato a un matraz volumétrico de 100mL,
agregamos 1mL de Acido clorhidrico 1N llevamos a bafio
Maria a una temperatura de 60°C por una hora y dejamos
enfriar a temperatura ambiente. Pasado el tiempo
neutralizamos adicionando 1mL de hidroxido de sodio 1N.
Continuamos la preparaciéon de la solucién segun el método
establecido antes en el punto 2.5.7.6 del presente estudio.

Solucién Muestra: Transferimos 5,0mL de la muestra a un

matraz volumétrico de 25mL y agregamos 1mL de Acido
clorhidrico 1N, luego llevamos a bafio Maria a una
temperatura de 60°C durante una hora, retiramos y dejamos
enfriar a temperatura ambiente, seguidamente neutralizamos
adicionando 1mL de hidroxido de sodio 1N y continuamos la
solucion muestra segun la técnica antes establecido en el

punto 2.5.73 del presente estudio.

Filtramos una porcion de cada solucion final a través de la membrana de

PVDF de 0.45um hacia los viales HPLC, descartando los primeros mililitros.

Seguidamente procedimos a realizar la corrida en el cromatdgrafo.

2.5.8.2.2.5 Preparacion de muestras sometidas a degradacion
ALCALINA:

2582251

258.225.2

Placebo: Transferimos 5,0mL de placebo a un matraz
volumétrico de 25mL, agregamos 1mL de Hidroxido de sodio
1IN y llevamos a bafio Maria a una temperatura de 60°C por
una hora, retiramos y dejamos enfriar a temperatura
ambiente; luego neutralizamos con la adicion 1mL de Acido
clorhidrico 1N. Seguidamente continuamos la preparacion de
la solucion placebo segun el método antes establecido en el
punto 2.5.7.4 de la presente investigacion.

Estandar mixto de Ambroxol clorhidrato y Clenbuterol

clorhidrato: Pesamos 20mg de Clenbuterol clorhidrato en un
matraz volumétrico de 100mL, paralelamente pesamos 30mg

de Ambroxol clorhidrato en un matraz volumétrico de 100mL,

32



2.5.8.2.2.5.3

2582254

2.5.8.2.2.5.5

agregamos 1mL de hidréxido de sodio 1N, luego lo llevamos
a bafio Maria a 60°C por una hora. Pasado el tiempo retiramos
y dejamos enfriar a temperatura ambiente. Se neutralizd
adicionando 1mL de Acido clorhidrico 1N y continuamos la
preparacion de la solucion estandar segun el método antes
establecido en el punto 2.5.7.2 de la presente investigacion.

Solucion _de Ambroxol clorhidrato: Pesamos 15mg de

Ambroxol clorhidrato en un matraz volumétrico de 50mL,
agregamos 1mL de Hidréxido de sodio 1N, lo llevamos a bafio
Maria a una temperatura de 60°C por una hora. Pasado el
tiempo retiramos y dejamos enfriar a temperatura ambiente,
neutralizamos adicionando 1mL de Acido clorhidrico 1N.
Luego agregamos 20mL de diluyente y sonicamos por 5min
hasta la disolucion completa, seguidamente lo llevamos a
volumen y mezclamos.

Soluciéon _de Clenbuterol clorhidrato: Pesamos 20mg de

Clenbuterol clorhidrato en un matraz volumétrico de 100mL y
agregamos 1mL de Hidroxido de sodio 1N y lo llevamos a
bafio Maria a una temperatura de 60°C por una hora. Pasado
el tiempo retiramos y dejamos enfriar a temperatura ambiente.
Neutralizamos adicionando 1mL de Acido clorhidrico 1 Ny
continuamos la preparacion de la solucion estandar segun el
método antes establecido en el punto 2.5.7.6 de la presente
investigacion.

Solucién Muestra: Transferimos 5,0mL de la muestra a un

matraz volumétrico de 25mL y agregamos 1mL de Hidroxido
de sodio 1N y lo llevamos a bafio Maria a una temperatura de
60°C por una hora. Transcurrido el tiempo retiramos y
dejamos enfriar a temperatura ambiente, luego neutralizamos
adicionando 1mL de Acido Clorhidrico 1 N y continuamos la
preparacion segun el método antes establecido en el punto

2.5.7.3 de la presente investigacion.
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Filtramos una porcion de cada solucion final a través de la membrana de

PVDF de 0.45um hacia los viales de HPLC, descartando los primeros

mililitros. Seguidamente procedimos a realizar la corrida en el equipo HPLC.

2.5.8.2.2.6 Preparacion de muestras sometidas a degradacion
OXIDATIVA

2.5.8.2.2.6.1

2.5.8.2.2.6.2

2.5.8.2.2.6.3

2582264

Placebo: Transferimos 5,0mL de placebo a un matraz
volumétrico de 25mL y lo protegimos de la luz, luego
agregamos 1mL de Peroxido de hidrégeno 30% dejandolo
reposar por una hora. Continuamos con la preparacion de la
solucion placebo segun la técnica antes detallada en el punto
2.5.7.4 del presente informe.

EstAndar misto de Ambroxol clorhidrato y Clenbuterol

clorhidrato: Pesamos 20mg de Clenbuterol clorhidrato en un
matraz volumétrico de 100mL, paralelamente transferimos
30mg de Ambroxol clorhidrato en un matraz volumétrico de
100mL y lo protegimos de la luz, seguidamente agregamos
1mL de Per6xido de hidrégeno 30%, dejamos reposar por
durante una horay continuamos la preparacion de la solucion
estandar segun la técnica antes detallada en el punto 2.5.7.2
del presente informe.

Solucion _de Ambroxol clorhidrato: Pesamos 15mg de

Ambroxol clorhidrato en un matraz volumétrico de 50mL y lo
protegimos de la luz, luego agregamos 1mL de Peroxido de
hidrégeno al 30%, lo dejamos reposar por una hora,
seguidamente agregamos 20mL de diluyente y sonicamos por
5 minutos hasta disolucion completa, luego llevamos a
volumen y mezclamos.

Soluciéon _de Clenbuterol Clorhidrato: Pesamos 20mg de

Clenbuterol clorhidrato en un matraz volumétrico de 100mL
protegido de la luz y agregamos 1mL de Peréxido de

hidrogeno 30%, luego dejamos reposar por una hora y
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2.5.8.2.2.6.5

continuamos la preparacion de la solucién segun la técnica

antes detallada en el punto 2.5.7.6 del presente informe.

Solucién Muestra: Transferimos 5mL a un matraz volumétrico

de 25mL vy lo protegimos de la luz, luego agregamos 1mL de

peroxido de hidrogeno 30%, dejamos reposar por una hora,

posterior a esto continuamos con la preparacion de la muestra

segun la técnica antes detallada en el punto 2.5.7.3 del

presente informe.

Filtramos una porcion de cada solucion final a través de la membrana de

PVDF de 0.45um hacia los viales HPLC, descartando los primeros mililitros.

Seguidamente procedimos a realizar la corrida en el cromatdgrafo.

Tipo de Muestra N° de Muestra N° de
degradacion Inyecciones
Placebo 2 2
o Estandar mixto 2 2
Condiciones i :
Solucion de Ambroxol clorhidrato 2 2
Normales : :
Solucion de Clenbuterol clorhidrato 2 2
Muestra de producto terminado 2 2
Placebo 2 2
o Estandar mixto 2 2
Fotolisis por luz : :
_ Solucion de Ambroxol clorhidrato 2 2
Ultravioleta : i
Solucion de Clenbuterol clorhidrato 2 2
Muestra de producto terminado 2 2
Placebo 2 2
o Estandar mixto 2 2
Fotolisis por luz _ :
Solucion de Ambroxol clorhidrato 2 2
natural : :
Solucion de Clenbuterol clorhidrato 2 2
Muestra de producto terminado 2 2
Termolisis Placebo 2 2
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Estandar mixto 2 2
Solucién de Ambroxol clorhidrato 2 2
Solucion de Clenbuterol clorhidrato 2 2
Muestra de producto terminado 2 2
Placebo 2 2
Estandar mixto 2 2
Hidrolisis Acida | Solucion de Ambroxol clorhidrato 2 2
Solucion de Clenbuterol clorhidrato 2 2
Muestra de producto terminado 2 2
Placebo 2 2
Estandar mixto 2 2
Hidrélisis Basica | Solucion de Ambroxol clorhidrato 2 2
Solucion de Clenbuterol clorhidrato 2 2
Muestra de producto terminado 2 2
Placebo 2 2
Estandar mixto 2 2
Hidrolisis - :
Oxidativa Solucion de Ambroxol clorhidrato 2 2
Solucion de Clenbuterol clorhidrato 2 2
Muestra de producto terminado 2 2
2.5.8.3 Linealidad:

Capacidad que tienen los ensayos de obtener resultados
directamente proporcionales a la concentracion del analito, dentro de
un rango determinado®. Este parametro se divide en linealidad del

sistemay linealidad de método.

2.5.8.3.1 Linealidad de sistema: Se prepar6 tres series de cinco

concentraciones con un sistema de estandares al 80%, 90%, 100%,

110% y 120% analizados por triplicado.

25.8.3.1.1 Estandar al 80% (Concentracién Clenbuterol HCI

0,00016mg/mL y Ambroxol HCI 0,24mg/mL):
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2583111

25831.1.2

2.5.8.3.1.2

2583121

2.5.8.3.1.2.2

2.5.8.3.1.3

2.58.3.13.1

Solucion 1: Pesamos 16mg de Clenbuterol clorhidrato y
colocamos en un matraz volumétrico de 100mL, luego
agregamos 30mL de diluyente y sonicamos por 5 minutos; para
finalmente completar a volumen con diluyente y mezclarlo.
Seguidamente transferimos 2,0mL de la solucién anterior a un
matraz volumétrico de 100mL y completamos a volumen con
diluyente y mezclamos.

Solucion 2: Pesamos 24mg de Ambroxol clorhidrato y
colocamos en un matraz volumétrico de 100mL, adicionamos
30mL de diluyente y sonicamos por 5 minutos hasta disolucion
completa; posteriormente transferimos 5,0mL de la solucion 1,
completamos a volumen con diluyente y mezclamos.

Estandar al 90% (concentracion de Clenbuterol HCI
0,00018mg/mL y Ambroxol HCI 0,27mg/mL):

Solucion 1: Pesamos 18mg de Clenbuterol clorhidrato y
colocamos en un matraz volumétrico de 100mL, agregamos
30mL de diluyente y sonicamos por 5 minutos, luego
completamos a volumen con diluyente y mezclamos.
Seguidamente transferimos 2,0mL de la solucién anterior a un
matraz volumétrico de 100mL, completamos a volumen con
diluyente y mezclamos.

Solucion 2: Pesamos 27mg de Ambroxol clorhidrato y
colocamos en un matraz volumétrico de 100mL, adicionamos
30mL de diluyente y sonicamos por 5 minutos hasta disolucion
completa; luego transferimos 5,0mL de la solucién 1,
completamos a volumen y mezclamos.

Estandar al 100% (concentracion Clenbuterol HCI
0,0002mg/mL y Ambroxol HCI 0,3mg/mL):

Solucion 1: Pesar 20mg de Clenbuterol clorhidrato y colocamos
en un matraz volumétrico de 100mL, agregamos 30mL de
diluyente y sonicamos por 5 minutos, luego completamos a
volumen con diluyente y mezclamos. Posteriormente

transferimos 2.0mL de la solucibn anterior a un matraz
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2.5.8.3.1.3.2

258314

2583141

2.5.8.3.1.4.2

2.5.8.3.15

2583151

2.5.8.3.1.5.2

volumétrico de 100mL, completamos a volumen con diluyente, y
mezclamos.

Solucion 2: Pesamos 30mg de Ambroxol clorhidrato y
colocamos en un matraz volumétrico de 100mL, agregamos
30mL de diluyente y sonicamos por 5 minutos hasta disolucion
completa, luego transferimos 5,0mL de la solucion 1, lo cual se
completdé a volumen con diluyente, y se mezclo.

Estandar al 110% (concentracion de Clenbuterol HCI
0,00022mg/mL y Ambroxol HCI 0,33mg/mL):

Solucion 1: Pesamos 22mg de Clenbuterol clorhidrato y
colocamos en un matraz volumétrico de 100mL, agregamos
30mL de diluyente y sonicamos por 5 minutos, luego
completamos a volumen con diluyente y mezclamos.
Seguidamente transferimos 2.0mL de la solucién anterior, a un
matraz volumétrico de 100mL, completamos a volumen con
diluyente y mezclamos.

Solucion 2: Pesamos 33mg de Ambroxol clorhidrato y
colocamos en un matraz volumétrico de 100mL; agregamos
30mL de diluyente y sonicamos por 5 minutos hasta disolucion
completa, posteriormente transferimos 5,0mL de la solucion 1,
completamos a volumen con diluyente, y mezclamos.

Estandar 120% (Concentracion de Clenbuterol HCI
0,00024mg/mL y Ambroxol HCL 0,36mg/mL):

Solucion 1: Pesamos 24mg de Clenbuterol clorhidrato y
colocamos en un matraz volumétrico de 100mL, agregamos
30mL de diluyente y sonicamos por 5 minutos; luego
completamos a volumen con diluyente y mezclamos.
Seguidamente transferimos 2,0mL de la solucién anterior a un
matraz volumétrico de 100mL completamos a volumen con
diluyente y mezclamos.

Solucion 2: Transferimos 36mg de Ambroxol clorhidrato y
colocamos en un matraz volumétrico de 100mL, agregamos

30mL de diluyente y sonicamos por 5 minutos hasta disolucion
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completa. Finalmente transferimos 5,0mL de la solucién 1,
completamos a volumen con diluyente y mezclamos.

Filtramos una porcion de cada solucion final a través de la membrana de
PVDF de 0.45um hacia los viales HPLC, descartando los primeros mililitros.

Posteriormente se procedio a realizar la corrida en el equipo HPLC.

Serie 1

Muestra N° de Muestra | N° de Inyeccion
Muestra al 80%: M1. Rep. 1 1 1
Muestra al 80%: M2. Rep. 1
Muestra al 80%: M3. Rep. 1
Muestra al 90%: M1. Rep. 1
Muestra al 90%: M2. Rep. 1
Muestra al 90%: M3. Rep. 1
Muestra al 100%: M1. Rep.
Muestra al 100%: M2. Rep.
Muestra al 100%: M3. Rep.
Muestra al 110%: M1. Rep.
Muestra al 110%: M2. Rep.
Muestra al 110%: M3. Rep.
Muestra al 120%: M1. Rep.
Muestra al 120%: M2. Rep.
Muestra al 120%: M3. Rep.

R R R R R R R R R R R R Rk
R R R R R R R R R R R R Rk

Rl R R R R R R R e

De igual forma se realiz6 la secuencia de la Serie 2, que inicia con la Muestra
al 80%: M1. Rep. 2... y termina en Muestra al 120%: M3. Rep. 2. Luego la
serie 3 que inicia con la muestra al 80%: M1. Rep. 3... y termina en muestra
al 120%: M3. Rep. 3
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2.5.8.3.2 Linealidad de Método: El estudio se realizdé con la adicion del
placebo mas una cantidad de analito al 80%, 90%, 100%,110% y
120% preparandose muestras por triplicado.

2.58.3.2.1

2.5.8.3.2.2

Soluciéon estandar mixto: Se preparé la solucidon estandar
segun lo establecido con anterioridad en el punto 2.5.7.2 del
presente estudio.

Analito al 80% (Concentracion de Clenbuterol
0,00016mg/mL y Ambroxol HCI 0,24mg/mL):

2.5.8.3.2.2.1 Solucién 1. Pesamos 16mg de Clenbuterol clorhidrato y

colocamos en un matraz volumétrico de 100mL, agregamos
30mL de diluyente y sonicamos por 5 minutos, luego se
complet6 a volumen con diluyente y mezclamos.
Posteriormente transferimos 2,0mL de la solucion anterior a un
matraz volumétrico de 100mL donde completamos a volumen

con diluyente y mezclamos.

2.5.8.3.2.2.2 Solucién 2: Pesamos 24mg de Ambroxol clorhidrato y

colocamos en un matraz de 100mL, agregamos 30mL de
diluyente y sonicamos por 5 minutos hasta disolucion completa,
luego afiadimos 20mL de placebo y 5mL de la solucion 1,

completamos a volumen con diluyente y mezclamos.

2.5.8.3.2.3 Analito al 90% (Concentracion Clenbuterol HCI

0,00018mg/mL y Ambroxol HCI 0,0,27mg/mL):

2.5.8.3.2.3.1 Solucién 1: Pesamos 18mg de Clenbuterol clorhidrato y

colocamos en un matraz volumétrico de 100mL, agregamos
30mL de diluyente y sonicamos por 5 minutos, se completo a
volumen y mezclamos. Seguidamente transferimos 2,0mL de
la solucién anterior, a un matraz volumétrico de 100mL donde

completamos a volumen con diluyente y mezclamos.

2.5.8.3.2.3.2 Solucién 2: Pesamos 27mg de Ambroxol clorhidrato y

colocamos en un matraz volumétrico de 100mL, adicionamos
30mL de diluyente y sonicamos por 5 minutos hasta disolucion
completa; luego afiadimos 20mL de placebo y 5,0mL de la
solucién 1, seguido completamos a volumen con diluyente y

mezclamos.
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2.5.8.3.2.4 Analito al 100% (Concentracion de Clenbuterol HCI
0,0002mg/mL y Ambroxol HCI 0,3mg/mL):
2.5.8.3.2.4.1 Solucién 1. Pesamos 20mg de Clenbuterol clorhidrato y
colocamos en un matraz volumétrico de 100mL, agregamos
30mL de diluyente y sonicamos por 5 minutos, luego se
completé a volumen con diluyente y se mezcld. Transferimos
2,0mL de la solucion anterior a un matraz volumétrico de
100mL, seguidamente completamos a volumen con diluyente y
mezclamos.
2.5.8.3.2.4.2 Soluciéon 2: Transferimos 30mg de Ambroxol clorhidrato y
colocamos en un matraz volumétrico de 100mL, agregamos
30mL de diluyente y sonicamos por 5 minutos hasta disolucién
completa, después afladimos 20mL de placebo y 5,0mL de la
solucion 1, completamos a volumen con diluyente vy
mezclamos.
2.5.8.3.25 Analito al 110% (Concentracion de Clenbuterol HCI
0,00022mg/mL y Ambroxol HCI 0,33mg/mL):
2.5.8.3.2.5.1 Solucién 1: Pesamos 22mg de Clenbuterol clorhidrato en un
matraz volumétrico de 100mL, agregamos 30mL de diluyente y
sonicamos por 5 minutos, completamos a volumen con
diluyente y mezclamos. Luego transferimos 2,0mL de la
solucion anterior a un matraz volumétrico de 100mL, después
completamos a volumen con diluyente y mezclamos.
2.5.8.3.2.5.2 Solucién 2: Pesamos 33mg de Ambroxol clorhidrato en un
matraz volumétrico de 100mL, adicionamos 30mL de diluyente
y sonicamos por 5 minutos hasta disolucion completa;
posteriormente afadimos 20mL de placebo y 5,0mL de la
soluciébn 1, completamos a volumen con diluyente vy
mezclamos.
2.5.8.3.2.6 Analito al 120% (Concentracion de Clenbuterol HCI
0,00024mg/mL y Ambroxol HCI 0,36mg/mL):
2.5.8.3.2.6.1 Solucién 1: Pesamos 24mg de Clenbuterol clorhidrato en un
matraz volumétrico de 100mL, agregamos 30mL de diluyente y

sonicamos por 5 minutos, luego completamos a volumen con
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diluyente y mezclamos. Posterior a ello transferimos 2,0mL de
la solucién anterior a un matraz volumétrico de 100mL donde
completamos a volumen con diluyente y mezclamos.
2.5.8.3.2.6.2 Solucién 2: Pesamos 36mg de Ambroxol Clorhidrato en un
matraz volumétrico de 100mL, adicionamos 30mL de diluyente
y sonicamos por 5 minutos hasta disolucién completa; después
afadimos 20mL de placebo y 5,0mL de la solucién 1,

completamos a volumen con diluyente y mezclamos.

Filtramos una porcién de cada solucién final a través de la membrana de
PVDF de 0.45um hacia los viales del HPLC, descartamos los primeros

mililitros. Seguidamente se procedio a realizar la corrida en el equipo HPLC.

Muestra N° de muestra N° de inyeccion

Estandar Mixto 1 5

Muestra al 80%

Muestra al 90%

Muestra al 100%

Muestra al 110%

W Wl W w w
W Wl W W w

Muestra al 120%

2.5.8.4 Exactitud de Método:
Nivel de concordancia entre el valor real y el valor medido®.Este
estudio se realizé con adicion del placebo mas una cantidad del
conocido analito al 80%, 100% y 120%. Se prepar6 muestras por
triplicado.
2.5.8.4.1 Solucion mixta: Se preparé la solucién estandar segun lo
detallado antes en el punto 2.5.7.2 del presente estudio.
2.5.8.4.2 Analito al 80% (Concentracion de Clenbuterol HCI
0,00016mg/mL y Ambroxol HCI 0,24mg/mL):

42



258421

258422

Solucion 1: Pesamos 16mg de Clenbuterol clorhidrato y
colocamos en un matraz volumétrico de 100mL, agregamos 30mL
de diluyente y sonicamos por 5 minutos; luego completamos a
volumen con diluyente y mezclamos. Seguidamente transferimos
2,0mL de la solucion anterior a un matraz volumeétrico de 100mL
donde se complet6 a volumen con diluyente y mezclamos.

Solucidn 2: Pesamos 24mg de Ambroxol clorhidrato y colocamos
en un matraz volumétrico de 100mL, después agregamos 20mL
de placebo, adicionamos 30mL de diluyente y sonicamos por 5
minutos hasta disolucion completa, luego transferimos 5mL de la

solucién 1, completamos a volumen con diluyente y mezclamos.

2.5.8.4.3 Analito al 100% (Concentracion de Clenbuterol HCI

258431

2.5.8.4.3.2

0,0002mg/mL y Ambroxol HCI 0,3mg/mL):

Solucion 1: Pesamos 20mg de Clenbuterol clorhidrato y
colocamos en un matraz volumétrico de 100mL, agregamos 30mL
de diluyente y sonicamos por 5 minutos; luego completamos a
volumen con diluyente y mezclamos. Como siguiente paso
transferimos 2,0mL de la solucion anterior a un matraz
volumétrico de 100mL, donde completamos a volumen con
diluyente y mezclamos.

Solucion 2: Pesamos 30mg de Ambroxol clorhidrato y colocamos
en un matraz volumétrico de 100mL, luego agregamos 20mL de
placebo, afiadimos 30mL de diluyente y sonicamos por 5 minutos
hasta disolucion completa. Seguidamente transferimos 5,0mL de

la solucion 1, completamos a volumen con diluyente y mezclamos.

2.5.8.4.4 Analito al 120% (Concentracion de Clenbuterol HCL

258441

0,00024mg/mL y Ambroxol HCI 0,36mg/mL)
Solucion 1. Pesamos 24mg de Clenbuterol clorhidrato y lo
colocamos a un matraz volumétrico de 100mL, agregamos 30mL
de diluyente y sonicamos por 5 minutos; luego completamos a
volumen con diluyente y mezclamos. Seguido a ello transferimos
2,0mL de la solucion anterior a un matraz volumétrico de 100mL,

completamos a volumen con diluyente y mezclamos.
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2.5.8.4.4.2 Solucion 2: Pesamos 36mg de Ambroxol clorhidrato y colocamos
en un matraz volumétrico de 100mL; agregamos 20mL de
placebo, adicionamos 30mL de diluyente y sonicamos por 5
minutos hasta disolucién completa, luego transferimos 5,0mL de

la solucién 1, completamos a volumen con diluyente y mezclamos.

Filtramos una porcion de cada solucion final a través de la membrana de
PVDF de 0.45um hacia los viales de HPLC, descartando los primeros mililitros

y se procedi6 a realizar la corrida en el equipo HPLC.

Muestra N° de Muestra N° de Inyecciones
Estandar Mixto 1 5
Muestra al 80%
Muestra al 100%
Muestra al 120%

Wl W w

3
3
3

2.5.8.5 Precision del Método:
Capacidad del método de medir el grado de concordancia entre los
resultados individuales cuando el procedimiento se aplica
repetidamente a multiples muestreos de una muestra homogénea. En
este parametro se considera en tres niveles: repetibilidad (precision
bajo las mismas condiciones operativas durante periodo corto de
tiempo), precision intermedia (dentro de las variaciones del

laboratorio: dias diferentes, diferente analista y equipo diferentes)®.

2.5.8.5.1 Repetibilidad: En el procedimiento se aplicO afiadiendo una
concentracion al 100% de analito y placebo, se prepardé muestras
por sextuplicado, se compar6 con un estandar.
2.5.8.5.1.1 Solucion estandar mixta: Preparamos la solucion estandar
segun lo establecido previamente en el punto 2.5.7.2. del presente
estudio.
2.5.8.5.1.2 Analito al 100%: (Concentracion de Clenbuterol HCI
0,0002mg/mL y Ambroxol HCI 0,3mg/mL)
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2.5.8.5.1.2.1 Solucién 1: Pesamos 20mg de Clenbuterol clorhidrato en un
matraz volumétrico de 100ml, agregamos 30mL de diluyente y
sonicamos por 5 minutos; luego completamos a volumen con
diluyente y mezclamos. Seguidamente se procedio a transferir
2,0mL de la solucién anterior a un matraz volumétrico de
100mL, después completamos a volumen y mezclamos.

2.5.8.5.1.2.2 Solucién 2: Pesamos 30mg de Ambroxol clorhidrato en un
matraz volumétrico de 100mL, adicionamos 30mL de diluyente
y sonicamos por 5 minutos hasta disolucién completa, luego
afadimos 20mL de placebo y 5,0mL de la solucién 1,

completamos a volumen con diluyente y mezclamos.

Filtramos una porcién de cada solucién final a través de la membrana de
PVDF de 0.45um hacia los viales HPLC, descartamos los primeros mililitros.

Paso seguido se procedio a realizar la corrida en el equipo HPLC.

Muestra N° de Muestra N° de inyeccion
Estandar mixto 1 5
Muestra al 100% 6 2

2.5.8.5.2 Precisién intermedia: Realizamos el procedimiento con el
producto terminado, donde preparamos muestras por sextuplicado,
y se comparo con el estandar, tanto para diferentes analistas como

para diferentes equipos.
2.5.8.5.2.1 Solucién estandar mixto: Preparamos la solucién estandar
segun lo establecido previamente en el punto 2.5.7.2 del

presente informe.

2.5.8.5.2.2 Muestra: Transferimos 5,0mL de la muestra a un matraz
volumétrico de 25mL, diluimos a volumen con diluyente y

mezclamos.
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Filtramos una porcién de cada solucion final a través de la membrana PVDF

de 0.45um hacia los viales HPLC, descartando los primeros mililitros y

seguidamente se procedio a realizar la corrida en el cromatografo.

Tipo

Muestra

N° de Muestra

N° de Inyecciones

Diferente analista

Estandar mixto

1

5

Muestra al 100%

6

2

Tipo

Diferentes equipos

Muestra N° de Muestra N° de Inyecciones
Estandar mixto 1 5
Muestra al 100% 6 2

2.5.8.6 Limite de Deteccion y Cuantificacion:
El limite de detecciébn comprende la cantidad minima de un analito
gue puede ser detectada, pero no necesariamente cuantificada. El
limite de cuantificacidén estima la concentracion minima del analito en
una muestra que puede ser determinada con precisiéon y exactitud
aceptable®. En nuestra investigacion se aplic6 el método por
extrapolacion a concentracion cero, de muestras conteniendo bajas
concentraciones del analito.
Preparamos soluciones para cuatro concentraciones por duplicado
dentro del intervalo de 12,5% al 75% de las concentraciones de
trabajo.

2.5.8.6.1 Solucion estandar mixto: Preparamos el estandar segun lo

previamente detallado en el 2.5.7.2 del presente trabajo.

2.5.8.6.2 Solucion al 12,5 (Concentracién de Clenbuterol HCI
0,000025mg/mL y Ambroxol HCI 0,0375mg/mL)

2.5.8.6.2.1 Solucién 1:
Clenbuterol

Transferimos
clorhidrato RS,

aproximadamente 25mg de
los cuales fueron pesados

exactamente y colocados en un matraz volumétrico de 100mL,
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se agrego 30mL de diluyente y sonicamos por Sminutos, se
complet6 a volumen con diluyente y mezclamos. De la solucion
anterior transferimos 1,0mL exactamente medido a un matraz
volumétrico de 10mL y se complet6 a volumen con el diluyente.
2.5.8.6.2.2 Solucion 2: Transferimos aproximadamente 37,5mg de
Ambroxol clorhidrato RS, que fueron pesados y colocados en un
matraz volumétrico de 10mL, luego adicionamos 5mL del
diluyente y sonicamos por 5 minutos hasta disolucion completa,
seguido completamos a volumen con diluyente y mezclamos. De
esta solucion se transfirio 1,0mL a un matraz volumétrico de
100mL, afiadimos 20mL de placebo y 5mL de la solucién 1,

después completamos a volumen con diluyente y se mezclamos.

2.5.8.6.3 Solucion al 25% (Concentracion de Clenbuterol HCI
0,00005mg/mL y Ambroxol HCI 0,075mg/mL)

2.5.8.6.3.1 Solucion 1: Se transfirio 25mg de Clenbuterol clorhidrato RS a
un matraz volumétrico de 50mL, agregamos 20mL de diluyente
y sonicamos por 5 minutos, luego completamos con diluyente y
mezclamos. Seguidamente se procedio a trasferir 2,0mL de la
solucion anterior a un matraz volumétrico de 100mL, donde
completamos con diluyente y mezclamos. De la solucién anterior
transferimos 1,0mL a un matraz volumétrico de 10mL,

completamos a volumen con diluyente y mezclamos.

2.5.8.6.3.2 Solucion 2: Transferimos 75mg de Ambroxol clorhidrato RS a
un matraz volumétrico de 10mL, adicionamos 5mL de diluyente,
sonicamos por 5 minutos, luego completamos a volumen con
diluyente y mezclamos. Seguidamente transferimos 1,0mL, de la
solucion anterior a un matraz volumétrico de 100mL, afiadimos
20mL de placebo y 5,0mL de la solucién 1, completamos a

volumen con diluyente y mezclamos.
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2.5.8.6.4 Solucion al 50% (Concentracion de Clenbuterol HCI

258641

2.5.8.6.4.2

0,0001lmg/mL y Ambroxol HCI 0,15mg/mL)

Solucién 1: Transferimos 20mg de Clenbuterol clorhidrato RS,
a un matraz volumétrico de 100mL, agregamos 30mL de
diluyente y sonicamos por 5 minutos, luego completamos a
volumen con diluyente y mezclamos. De la solucién anterior
transferimos 2,0mL a un matraz volumétrico de 100mL,

completamos a volumen con diluyente y mezclamos.

Solucidn 2: Transferimos 15mg de Ambroxol clorhidrato RS a
un matraz volumétrico de 100mL, adicionamos 5mL de
diluyente, sonicamos por 5 minutos, luego afiadimos 20mL del
placebo y 5,0mL de la solucion 1, completamos a volumen con

diluyente y mezclamos.

2.5.8.6.5 Solucion al 75% (Concentracion de Clenbuterol HCI

2.5.8.6.5.1

2.5.8.6.5.2

0,00015mg/mL y Ambroxol HCI 0,225mg/mL)

Solucidén 1: Transferimos 15mg de Clenbuterol clorhidrato RS,
a un matraz volumétrico de 100mL, agregamos 30mL de
diluyente y sonicamos por 5 minutos, luego completamos a
volumen con diluyente y mezclamos. De esta solucion
transferimos 1,0mL a un matraz volumétrico de 50mL,

completamos a volumen con diluyente y mezclamos.

Solucion 2: Transferimos 22,5mg de Ambroxol clorhidrato RS,
a un matraz volumétrico de 100mL, adicionamos 5mL de
diluyente, sonicamos por 5 minutos, seguidamente afiadimos
20mL de placebo y 5,0mL de la solucion 1, completamos a

volumen con diluyente y mezclamos.
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Muestras N° de muestras N° de Inyecciones
Estandar mixto 1 5
Muestra al 12,5% 2 2
Muestra al 25% 2 2
Muestra al 50% 2 2
Muestra al 75% 2 2

25.8.7 Robustez:

Este parametro tiene la capacidad en el procedimiento de producir

resultados analiticos con exactitud y precision aceptables bajo

variadas condiciones establecidas®. Se analizd la muestra al 100%

de la concentracion en las siguientes condiciones:

258.7.1

2.5.8.7.2

2.5.8.7.3

258.7.4

Preparacién del estandar mixto en condiciones normales:
Se prepard la solucidon estdndar mixto segun lo establecido
previamente en el punto 2.5.7.2 de la presente investigacion.
Preparaciéon de la muestra a condiciones normales
Transferimos 5,0mL de muestra (£0,0002 de Clenbuterol
clorhidrato y 0,3mg de Ambroxol clorhidrato) a un matraz de
25mL, luego diluimos a volumen con diluyente y mezclamos.
Variacion del pH de la fase movil:

Pasamos de una proporcion de fase movil, buffer pH 3.0:
Acetonitrilo: Metanol (60:18:22) a una proporcion buffer pH 2.8:
Acetonitrilo: Metanol (60:18:22) y buffer pH 3.2: Acetonitrilo:
Metanol (60:18:22).

Condiciones de almacenamiento

Las muestras estuvieron a 24 horas T°C normal, a 24 horas en
refrigeracion, muestras a 48 horas a T°C normal, a 48 horas en

refrigeracion.
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Filtramos una porcién de la solucion a través de la membrana de PVDF de
0,45um descartando los primeros mililitros del filtrado y procedimos a la

corrida en el equipo HPLC.

Variacion en metodologia Muestras N° de muestras | N° de Inyecciones

Condicién normal Estandar mixto 1 5
Muestras 2 2

Variacion del pH de la fase | Estandar mixto 1 5

movil:

Buffer Muestras 2 2

pH2.8: Acetonitrilo
Metanol (60:18:22)

Condiciones de | Estandar mixto 1 5
almacenamiento:
Muestras a 24 horas a T°C | Muestras 2 2

ambiente y en

refrigeracion.

Condiciones de | Estandar mixto 1 5
almacenamiento:
Muestras a 48 horas de | Muestras 2 2

T°C ambiente 'y en

refrigeracion.

2.5.8.8 Rango:
Este parametro permite la comprension entre las concentraciones
superiores e inferiores del analito, donde aplicando el procedimiento
se demuestra que el analito es cuantificado con un nivel satisfactorio
de precision, exactitud y linealidad®. En nuestra investigacion se

tomo los datos de concentracidbn mas bajos y mas altos obtenidos en
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Exactitud y Linealidad con el cual se definié el rango que coincide

con estos parémetros.

2.6. Procesamiento de andlisis estadisticos

Los datos recolectados fueron usados para el analisis estadistico, donde se
vacio en el sistema Excel, siendo los cuadros adaptables y de manera
entendible con lo cual se procedi6 a la evaluacion de cada pardmetro. También
se utilizé el formato Minitab 18 como ayuda comparativa en la evaluacion.

Entre los célculos estadisticos para los parametros de desempefio en la
validacion de la técnica analitica para la identificacion y cuantificacion por
cromatografia liquida de alta resolucion de ambroxol clorhidrato 7,5mg +

clenbuterol 0,005mg/5mL en jarabe se utilizaron los siguientes:

o En la Aptitud del sistema: Aplicamos el porcentaje de Desviacidén Estandar
Relativa (RSD%) o conocido también como Coeficiente de Variacion (CV).

CV% = S x 100
X

o Enla Especificidad: Aplicamos el porcentaje de interferencia entre picos de
los excipientes y analitos, los cuales deben cumplir que los picos de
excipientes o sustancias producidas por la degradacion no interfieran con
el pico del analito o que estos sean <2%, asimismo estos picos deben estar

claramente identificados.

o En la Linealidad: Se aplicé para este parametro la prueba estadistica de
coeficiente de correlaciéon (r), coeficiente de determinaciéon (r?) donde
criterio de aceptacion debe ser r=0,995 y r220,990. El Test t de Student de
verificacion de la pendiente “b” o test de linealidad, test estadistico donde
el criterio aceptable es t(experimental) > t(tablas), la prueba es conforme si
se rechaza la hipotesis nula (HO: b=0), también debe concluir que
estadisticamente la pendiente es significativamente diferente de cero y el
intervalo de confianza no debe incluir a cero. Test t de Student de
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proporcionalidad o de verificacion de la variable independiente “a@”
(intercepto), donde el criterio de aceptacion indica que el t(tablas) >
t(experimental), la prueba es conforme si no se rechaza la hipétesis nula
(Ho: a=0), para ello debe evidenciar que estadisticamente el intercepto es
significativamente igual a cero y el intervalo de confianza debe incluir a
cero. Test t Student del coeficiente de correlacion (r), este test rechaza la
hipétesis nula (Ho: r=0), para ello la prueba debe evidenciar que el
coeficiente de correlacion es significativamente diferente de cero y
t(experimental) > t(tablas), para n-2 grados de libertad y nivel de
significancia 0,05. Test de normalidad de residuales (y - y’), los residuales
respecto al eje deben cumplir la hipétesis de distribucion normal.

Para la evaluacion estadistica de los resultados de la linealidad se uso las
siguientes ecuaciones:

Ecuacién de larecta: y=bx+a

_Y.2%y - Yanxy
a anZ _(ZX)Z

) = nyxy —YXxYy
_ n¥y2 —Fx)?

Coeficiente de correlacion (r)
N x —Xxrv
T =
(02,2 =507 (2,2 —(E))

Test de la verificacion de la pendiente b o de la linealidad

e Varianza residual (S?y, x):

Zyz -aZ)’ ‘be}’
n-=2

2 =
Sy‘x o

e Varianza de la pendiente (S2)
S5

X x)*
5.2 - A

Sh =

e Desviacién estandar de la pendiente (Sb)
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Sp=

e Desviacion estandar relativa de la pendiente Se rel (%)

S
S, rel. (%) = 3” x 100

e Limites de confianza de la pendiente
b +tSp

e Testdet Student
texp =| b
Sb

Test de verificacion de la variable independiente(intercepto) o de

proporcionalidad a.

e Varianza del término independiente(S2a)

2x 2

Se = Sp
a b n
e Desviacién estandar del término independiente (Sa)

Sa=S %4

e Desviacién estandar relativa del término independiente

Sq
Sqrel. (%) = - x 100,

e Limites de confianza del término independiente

a+tSa

e Testde t Student
texp=| al
Sa
Test estadistico de correlacion (r)
Para Ho: r=0; Hi: r=1; (n-2) grados de libertad

] rvn — 2
i =

r V1 — r2
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o

Prueba de normalidad de residuales de linealidad, aplicamos la prueba de
hipotesis: donde la hipotesis nula(Ho): Los residuales tienen distribucion
normal y la HipGtesis alternativa (Ha): Los residuales no tienen distribucion
normal. El nivel de significancia a=0.05 y si p-value<0.05, se rechaza la

hipotesis nula.

En la Exactitud: Aplicamos el porcentaje de recuperacion, prueba estadistica
donde el criterio de aceptacion es de 98% a 102%. Asimismo, el coeficiente
de variacion (CV) o Desviacion Estandar Relativa (RSD%), el cual el valor
aceptable es < 2%; Test t de Student (para n-1 grados de libertad y p=0,5)
donde debe cumplir que el t(experimental) < t(tablas). Para estos calculos se
emplea las siguientes ecuaciones:

Porcentaje de recuperacion(%R):

%R = (mqg analito hallado) x 100

(mg analito afadido)

Coeficiente de Variacion (CV) o Desviacion relativa estandar (RSD%)

CV% = S x 100
X

T de Student

_ |100 B ()/"R-proml\'f"_1

texp CV

En la Precision del método: Aplicamos la Desviacién Estdndar Relativa
(RSD%) o Coeficiente de variacion (CV), donde no debe ser mayor al 2%
para estandares en inyecciones repetidas. La aptitud del sistema que
anteriormente se ha calculado. La Prueba de Normalidad (Anderson
Darling), donde los resultados de cada secuencia deben cumplir la hipétesis
de distribucidon normal. La Prueba de Igualdad de Varianzas (Prueba F y
prueba de Bartlett), donde el resultado de comparacién de secuencias de
igualdad de varianzas es aceptable de acuerdo al resultado final de la
prueba de medias, y se considera que, si p-value > 0.05, no se rechaza la

hipétesis nula y se considera que estadisticamente las varianzas son
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iguales. La Prueba de medias: Andlisis de varianza (ANOVA) y t de 2
muestras, donde se realiza por diferentes equipos y analistas, por el
método de ANOVA (Analysis Of Variance) para tres grupos de muestras o
mas y t de dos muestras para comparacion de dos grupos; para ello se
debe aceptar la hipodtesis nula (Ho: las medias de los grupos son iguales) y
si p-value es > 0,5 entonces se considera el resultado conforme.
Agrupacion por el método de Games — Howel y el método de Tukey, esta
prueba estadistica se aplica a 3 0 mas grupo de muestras, la prueba es
conforme si los grupos de muestras tienen la misma agrupacion. Asimismo,
se halla y registra el Limite de confianza de los resultados individuales y
limite de confianza de los resultados promedios.

Los céalculos emplean las siguientes ecuaciones y condiciones:

Coeficiente de variacion (CV) o Desviacion Estandar Relativa (RSD%)

CV% =S x 100
X

Prueba de normalidad:

Prueba de hipotesis: Hipodtesis nula (Ho) e Hipotesis alternativa (Ha).
Ho: Los datos tienen distribucion normal

Ha: Los datos no tienen distribucion normal

Nivel de significancia a= 0.05

Si p-value < 0.05, se rechaza la hipotesis nula.

Prueba de igualdad de varianzas:

Prueba de hipétesis:

Ho= Todas las varianzas son iguales

Ha= Al menos alguna varianza es diferente
Nivel de significancia es a= 0.05

Si p-value < 0.05; se rechaza la hipotesis nula.

Prueba de Andlisis de varianza (ANOVA)
Prueba de hipétesis:
Ho: La media de los equipos son iguales

Ha: la media de los equipos es estadisticamente diferentes
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Nivel de significancia a= 0.05

Si p-value < 0.05, se rechaza la hipétesis nula.

- Limite de confianza de los resultados individuales
XttS

- Limite de confianza de los resultados promedios
X +tShn

o Para Limite de cuantificacion y deteccién: La prueba estadistica que
aplicamos fue el coeficiente de correlacion (r) con criterio de aceptacion es
> 0,995 y coeficiente de determinacion (r?) donde el criterio de aceptacion es
= 0,990. Las ecuaciones que se utilizan para estos calculos son:

- Limite de deteccion:

_Yut 3sp; 1]

b n

LD

- Limite de Cuantificacion:

Y +10s,; 1

b Vn

LC

o Para robustez: Aplicamos el promedio(X), CV, calculamos el porcentaje de
alteracién, donde el criterio de aceptacion es < 2%.
Las ecuaciones calculadas fueron:

- mg del analito encontrado:

mg analito hallado = Amp X Fst X Fmp
Ast

Fst=wst x Po.St
100 100

Fnp=25 x 5
Vmp

- Porcentaje del analito (%p.a.)
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%p.a.= mqg analito hallado x 100

mg analito afiadido

- Porcentaje de alteracion

%alteracion = 1%p.a. normal - %p.a. alterado

o Para rango: Se tomo los datos de concentracion mas bajos y mas altos
obtenidos en Exactitud y Linealidad; y luego al comparar definiremos si el

rango coincide con este paradmetro.

2.7. Aspectos éticos

De acuerdo a la investigacion detallada anteriormente y siguiendo las normas
éticas, se considera el principio de no maleficencia, donde lo primordial es no
causar dafo. Bajo este principio damos fe de no haber perjudicado ni afectado
en ninguna circunstancia al medio ambiente. En ese sentido, los desechos de
sustancias y materiales organicos utilizados en el presente trabajo siguen los
criterios de protocolo de bioseguridad de laboratorios S.J. Roxfarma para la

eliminacién de estos.1’
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RESULTADOS

Al realizar los procedimientos de Validacion se obtuvieron los siguientes resultados:

3.1. Aptitud del sistema

Tabla 14: Evaluacion de los resultados de la aptitud de sistema
cromatografico de Ambroxol
Parametro Limites Resultados
Aptitud del Sistema Areas Estandar 1: 0.08%
CV <2.0% Estandar 2: 0.09%
Tiempos de Retencién(min) Estandar 1: 0.63%
CV <2.0% Estandar 2: 0.06%
Asimetria Estandar 1: 1.69
<20 Estandar 2: 1.70
Platos teoricos Estandar 1: 19363.7
> 1000 Estandar 2: 19136.5

Tabla 15: Resultados de la aptitud del sistema cromatografico de Ambroxol.

Estandar 1 Estandar 2
Inyeccion | Areas Tiempo | Asimetria | Platos Areas Tiempo | Asimetria | Platos
de teéricos de tedricos
Retencidon Retencidén
(min) (min)
1 118.2137 42.450 1.6850 19364 118.8056 42,400 1.7058 19158
2 118.3111 42.443 1.6774 19294 118.7309 42.416 1.7056 19230
3 118.3341 42.450 1.6882 19398 118.7475 42.408 1.7096 19185
4 118.3373 42.436 1.6855 19544 118.6410 42.368 1.7089 19219
5 118.3572 42.405 1.6942 19362 118.8068 42.425 1.6803 19006
6 118.2771 42.375 1.7059 19220 118.9456 42.435 1.6938 19021
Promedio | 118.2771 42.426 1.6893 19363 118.7796 42.408 1.7021 19136
CV% 0.08 0.63 0.58 0.56 0.09 0.06 0.50 0.52
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Tabla 16: Evaluacion de los resultados de la aptitud del sistema
cromatografico de Clenbuterol
Parametro Limites Resultados

Aptitud del sistema Areas Estandar 1: 0.13%
CV <2% Estandar 2: 0.26%
Tiempos de | Estandar 1: 0.39%
Retencion(min) Estandar 2: 0.06%
CV <2%
Asimetria Estandar 1: 1.15
<2.0 Estandar 2: 1.16
Platos tedricos Estandar 1: 15992.8
>1000 Estandar 2: 16215.8

Tabla 17: Resultados de la aptitud del sistema cromatografico de Clenbuterol.

Estandar 1 Estandar 2

Ne Areas | Tiempos | Asimetria | Platos | Areas | Tiempos | Asimetria | Platos

Inyeccion de tedricos de tedricos
retencion retencion
(min) (min)

1 2.4115 22.142 1.1504 16197 2.3978 22112 1.1386 16187

2 24117 22.133 1.1443 16152 2.3986 22.132 1.1479 16302

3 2.4148 22.142 1.1448 16173 2.3918 22.135 1.1557 16318

4 2.4116 22.142 1.1408 15565 2.3832 22.100 1.1665 16236

5 2.4109 22.110 1.1594 15748 2.3954 22.120 1.1749 16315

6 2.4189 22.100 1.1600 16122 2.4001 22.128 1.1542 15937
Promedio | 2.4132 22.128 1.1499 15992 2.3945 22.121 1.1563 16215

CV% 0.13 0.39 0.71 1.68 0.26 0.06 1.12 0.90
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3.2 Especificidad

3.2.1 Especificidad por Identificacion:

Tabla 18: Evaluacion de los resultados de Especificidad por identificacion.

Soluciones de la fase |- No hay | No hay
movil: interferencia con | interferencia
(agua, metanol, fase| el pico de
movil) Ambroxol HCL.
- No hay No hay
interferencia con interferencia
el pico de
Clenbuterol HCL
Componentes de la
formula:
» Estandar mixto - Se identifican | (+) Tiempo de|(+) Tiempo de
picos para | retencion :47.4 min. | retencion:  22.9
Ambroxol HCIl y min.
Clenbuterol HCI.
» Analito:
Ambroxol HCI - Seidentificanlos | (+) Tiempo de
picos de | retencion:47.4 min.
Ambroxol HCI.
Clenbuterol HCI. - Se identifica (+) Tiempo de
picos de retencion:  22.9
Clenbuterol HCI. min.
» Otros:
Metilparabeno, -No hay | No hay
propilparabeno, interferencia con | interferencia.
glicerol, sorbitol,
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propilenglicol, &cido
citrico, citrato de
sodio, sacarina
sddica, alcohol
bencilico, sabor
granadilla.

el pico de
Ambroxol HCL.
-No hay
interferencia con
el pico de

Clenbuterol HCI.

No

interferencia.

hay

Soluciones de trabajo:
» Estandar Mixto
Ambroxol HCI

Clenbuterol HCI

» Producto terminado:
(Acido citrico, sacarina
sbdica, sabor granadilla,
propilparabeno,
metilparabeno,
ambroxol HCI,

clenbuterol HCI).

- Se identifican los
picos de Ambroxol
HCl y Clenbuterol
HCI.

-No hay
interferencia para
el pico de
Ambroxol HCI.

-No hay
interferencia para
el pico de

Clenbuterol HCI.

(+) de

retenciéon: 47.7 min.

Tiempo

No hay
interferencia.
(+) Tiempo de

retencion: 47.7 min.

(+) Tiempo de

retencion: 23.1
min.
No hay

interferencia.
(+) Tiempo de
retencion: 23.0

min.

Placebo:

(Acido citrico, sacarina
sbdica, sabor granadilla,
propilparabeno,
metilparabeno, ambroxol
HCI, clenbuterol HCI).

- No hay
interferencia con
el pico de
Ambroxol HCI.

- No hay presencia
del pico de

Ambroxol HCI por

ser placebo.

No hay
interferencia.
Tiempo de
retencion: -
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No

interferencia con

hay

el pico de
Clenbuterol HCI.

No hay presencia
de pico de
HCI

por ser placebo.

clenbuterol

No

interferencia.

hay

Tiempo de

retencion: -

3.2.2 Especificidad por Degradacion:

Tabla 19: Evaluacion de resultados de Especificidad por Degradacion

Pardmetro | Limites Resultados
Especificidad
Por Ambroxol Clenbuterol
Degradacion
Condicion Placebo | Analito | Producto | Placebo | Analito | Producto
terminado terminado
Normal <2.0% | 0.0% 0.8% 0.1% 0.0% 1.7% 0.6%
Hidrolisis <2.0% | 0.0% 1.3% 1.0% 0.0% | 24.4% 3.5%
acida
Hidrolisis <2.0% | 0.0% 0.4% 0.6% 0.0% 5.7% 5.1%
basica
Oxidativa <2.0% | 0.0% | 79.2% 0.6% 0.0% | 31.2% 0.5%
Termdlisis <2.0% | 0.0% 0.5% 0.2% 0.0% 1.8% 1.3%
Fotdlisis <2.0% | 0.0% 0.6% 0.5% 0.0% 8.2% 0.5%
UV. 24 horas
Fotdlisis <2.0% | 0.0% 0.9% 0.7% 0.0% 8.9% 7.4%
Luz natural 24
horas
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Tabla 20: Resultados de Especificidad por degradacion de Ambroxol.

Criterio
mg Analito % % Promedio de
Muestras Analito Afadido Areas Interfer-|Interferend
Hallado Aceptaci
encia a 6
n
mpl.1 30.285 mg 642.058 | 3035mq | 0.22
mpl.2 30.285 m 642,123 0.23
Analito P 9 30.35 mg 0.8
mp2.1 30.365 mg 651170 | 3078 mq | 1.37
mp2.2 30,365 mg 651.004 30.77mq | 1.34
Condiclones M Concermacen | A SmL | % Interf.| %Prom 2.0%
Normal vestra Volumen oy eas mg/SmL nterf, o s2.
mpl.1 SmL 7.5ma/ SmL 635.911 7.515 0.1
Producto |MpL.2|  SmL 2.5mg/Sm\ | 636.101 2,517 0.1 0.1
Terminado [mp2.1 SmL 7.5maq/ SmL 637.424 7.533 0.1 '
mp2.2 SmL 7.5mg/SmL 636.709 7.524 0.0
Interferencia x| Mp1 5.0mL 0.00000 0.00
0.0
Placebo mp2 SOmL 0.00000 0.00
mpl.1 30.165 mg 629.408 29.75 mq 1.37
mpl.2 30.165 m 629.337 1.38
Analito 2 2 29,75 mg 1.3
Degradacion mp2.1 30.170 mg 630.159 29.79 mq 1.27
siordsieks mp2.2 30.170 mg 631.759 | 2086mg | 1.02 £2.0%
(Acida) Muestra Volumen | Conceracidn Areas mg/SmL | % Interf.| %Prom,
mpl.1 S mL 7.5ma/ SmL 641.423 7.580 0.8
Producto mpl.2 SmL 7.5ma/ SmL 640.843 7.573 0.7 10
Terminado |mp2.1 SmL 7.5ma/ SmL 645,202 7.625 1.4 '
mp2.2 SmL 7.SmwSmL 644,887 7.621 1.3
Interferencia x| Mp1 5.0mL 0.00000 0.00 .
Placebo mp2 20mL 0.00000 0.00 '
mp1.1 30.120 mg 635728 | 3005mg | ©0.23
mpl.2 30.120 m 634.006 0.50
Analito 2 2 22,97 mg 0.4
Degradacion mp2.1 30.115 mg 641.251 30.31 mq 0.66
- mp2.2 30.115 mg 638501 | 3018ma | ©0.22 $2.0%
(Bésica) Muestra Volumen Concenracdn Areas mg/SmL | % Interf.| % Prom.
mpl.1|  SmL 7.6ma/SmL | 634.498 7.498 0.3
Producto |mpl.2 5 mL 7.5mg/5mL | 633.501 7.486 0.5 0.6
Terminado [mp2.1]  SmL 7.5ma/5mL | 632.041 7,469 0.7 '
mp2.2 S mL 7.5mg/smL | 631,971 7.468 0.7
Interferencia x| Mel 5.0mL 0.00000 . 2,00
0.0
Placebo mg2 SOomL 0.00000 " 0.00
mpl. 1 30.045 g 130927 | g.49mq | 79.40
mpl.2 30.045 132.997 79.08
Analito N = .29 mo 79.2
mpi. 1 30.065 g 133.246 | ga0mg | 79.05
Degradacién -
e mpi.2 30,065 mg 130,622 6.17maq | 79.46 $2.0%
Muestra Volumen Coxenracdn Areas mg/SmL | %% Interf.| %Prom.
mpl. 1 SmL 4.5mag/ SmL 395.536 4.674 1.2
Producto |mpl).2 SmL 4.6ma/SmL 391.198 4.623 0.1 0.6
Terminado [mpz. 1 SmL 45mg/smiL| 390.312 4.613 0.1 '
mpi.2 SmL 4.6mg/SmL 386.26% 4,565 1.2
Interferencia x| MF1 5.0mL 0.00000 2,00 00
Placebo mg2 5.0mlL 0.00000 .00 )
mpl. 1 30,440 g 640.236 30,26 mq 0.58
mpl.2 30,440 639.895 0.63
Anaito g 2 20.25 mg 0.5
Degradadién mpi. 1 30,460 g 646,200 | 3055mq | .28
por mpi.2 30.460 g 647.252 | 3060mg | .45 <2.0%
Terméiisls Muestra Volumen | Coxewacdn |  Aceas mg/SmL | %Interf.| “%Prom.
mpl. 1 SmL 7.5ma/ SmL 629.752 7.442 0.3
Producto mpl.2 SmL 7.5mq/SmL 632.240 7.472 0.1 0.2
Terminado |mpi.1 5 mL 75ma/SmL |  631.519 7.463 0.0 '
mpi.2 SmL 7.5mg/SmL 632.876 7.479 0.2




Analito % % Promedi C ‘.i: »
Muestras Analito Afadido Areas | "R |interter (Intereren| <5 |
encia a S m
on
Interferencia x| Mp1 5.0mL 000000 0.00
0.0
Degradacién | P00 mp2 5.0mL 0.00000 0.00
por Fotoliss mp1.1 30.355 mg 640.889 30.30mq | 0.20
1.2 30.355 650.750 1.34
Anao | = — 0.6
mp2.1 30375 mg 645.873 30.53 mq 0.51
mp2.2 30375 mg 639.542 3023mq | 047 $2.0%
Lé W Muestra Valumen Concertracdn Areas m/Sml | % Intedf, WhProm,
(Luz UV a mpl.l 5 mL 75ma/S5mL | 635837 7514 0.5
I:r-n')w Produco |™01.2] S5 mi 75massmL | 633.946 249 0.2 a8
o Teminadd Imp2.1 5m 7.5ma’ Smi 626,410 7 403 10 ’
mp2.2) Sm 7 5ma/ SmiL 633.663 7 A88 02
Interferencia x| MP1 5.0m. 0.00000 0.00
0.0
Degradacién|  P®00 mp2 5.0mL 0.00000 0.00
por Fotoliss mp1l.1 30.380 mg 6472.572 | 3061mq | 0.76
1.2 30.38%0 635.345 1.14
Anao  f— — - 0.9
mp2.1 30405 mg 636.964 30.11mq | 097
mp2.2 30405 mg 639.237 30.22maq | 062 S20%
Muestra Valumen Concertracdn Areas m/Sml | % Intedf, Whrom.
‘-'“p:‘::‘ mo1d] 5L 7 5marsmt | 640.880 7574 0.7
Horas Poducto |M91.2] 5 m 25marsmi | 641638 2.583 03 0.7
Terminado Imp2.1] S5 m 75maismi | 639.958 2562 0.5 )
mp2.2) 5 m 7.5ma/ SmiL 641.335 7572 08
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Tabla 21: Resultados de Especificidad por degradacién de Clenbuterol.

Analito % % Promedio Cd;:do
Muestras Analito Afadido Areas |™ Interfer-| Interferenci
Hallado Aceptaci
encia a
on
mpl.1 20.130 mg 13.113 20.37 ma 1.17
mpl.2 20.130 m 13.164 1.56
Analto 2 — 1.7
mp2.1 20.155 mg 13.330 20,70 ma 2.72
mp2.2 20.155 mg 13175 | 2046 mg | 1.53
Condiciones ” r "
ue stra Volumen Concentracion Areas mg/SmL % Interf, %Prom, $2.0%
Normales
mpldl SmL | 0.005mg/SmL 13.027 0.0051 1.2
Producto  |Mp1.2] SmL | 0.005mg/SmL 13.229 0.0051 0.4 0.6
Terminado Imp2.1] SmL | 0.005ma/SmL 13,255 0.0051 0.6 '
mp2.2] SmL | 0.005mg/SmL 13.216 0.0051 0.3
Intesferenda x| Mpl 5.0mL 0.00000 ] 0.00
0.0
Placebo mp2 S5.0mL 0.00000 . 0.00
mp1.1 20.155 mg 9.733 15.12 ma | 25.00
mpl.2 20.155m 9.736 2498
Anaito 2 2 12,12 mg 24.4
Degradacién mp2.1 20.180 mg 9.866 15.32 ma 24,07
por
Suii e mp2.2 20.180 mg 9.918 1540 mg | 2366 £2.0%
(Adda) Muestra Volumen |  Concentracidn Areas ma/SmL | % Interf. |  %Prom.,
mpl.1 SmL 0.005mg/5mL 12.765 0.0050 3.2
Producto mpl.2] SmL 0.005ma/5mL 12,673 0.0049 39 1
Terminado Imp2.1] SmL 0.005mg/SmL 12.743 0.0049 33 '
mp2.2 SmL 0.005ma/5mL 12.698 0.0049 3.7
Interferencia x| mpl 5.0mL 0.00000 . 0.00
0.0
Placebo mp2 5.0mL 0.00000 . 0.00
mpl.1l 20.105mg 12,140 18.85 mg 6.22
mpl.2 20.105m 12,111 6.44
Analito P 9 18.81 mg 5.7
Degradacién mp2.1 20.130 mg 12,321 19.14 mg 4.94
idedide mp2.2 20.130 mg 12.271 1906 ma | 5.32 $2.0%
(Basica) Muestra Volumen Concentracion Areas mg/SmL | % Interf, %Prom.
mpl.l] SmL 0.005ma/SmL 12,538 0.0049 49
Producto mpl.2] SmL 0.005mg/5mL 12.482 0.0048 5.3 5.1
Terminado Imp2.1] SmL 0.005ma/SmL 12,457 0.0048 5.5 '
mp2.2] SmL °'°°5"‘2£5"‘L 12,577 0.0049 4.6
Interferencia x] mpl 5.0mL 0.00000 : 0.00
0.0
Placebo mp2 5.0mL 0.00000 . 0.00
mp1.1 20.145 mg 9.051 14.06 mg | 30.22
mp1.2 20.145m 8.828 31.94
Analito 2 — 31.2
mp2.1 20.090 mg 8.811 13.68 mg 31.88
Degradacién mp2.2 20,090 mg 8.982 30.56 <2.0%
Oxidativa : : < 13,90 mg : S
Muestra Volumen Concentracion Areas mg/SmL | % Interf, %Prom,
mpl1) SmL | 0.005mg/SmL 13.270 0.0052 04
Producto |mP1.2] SmL | 9005mg/SmL 13.403 0.0052 0.6 0.5
Terminado [mp2.1] SmL 0.005ma/5mL 13,386 0.0052 0.5 '
mp2.2 SmL 0,00SmWSmL 13.228 0.0051 0.7
Interferencia x] mp1 5.0mL 0.00000 . 0.00
0.0
Placebo mp2 S.0mL 0.00000 " 0.00
mpl.1 20.110 mg 13.077 20.31 mg 0.9
mpl.2 20.110 m 13.057 0.84
Analito E 2 20.26 mg 1.8
Degradacién mp2.1 20.125mg 13.291 20.64 ma 2.57
por mp2.2 20.125mg 13.299 20.66 mg 2.63 <2.0%
Termdlisis Muestra Volumen Concentracidon Areas ma/SmL | 9% Interf, %Prom.
mpl.1 SmL 0.005mg/5SmL 14,515 0.0056 0.8
Producto mpl.2] SmL 0.005ma/SmL 14,661 0.0057 1.8 L3
Terminado Imp2.1 SmL 0.005mg/SmL 14,126 0.0055 1.9
mp2.2|] SmlL 0.005ma/5SmL 14.284 0.0055 0.8
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= % Promediol “he"
Muestras Analito Ahadido Areas Hallado Interfer-| Interferenci - i
encia a aptac
on
Degradacién| P00 mp2 5.0mL 000000 0.00 '
por Fotolids mpl.1 20120 mg 14.296 22.20 mq 10.35
1.2 2012 14011 8.15
Anao | = 21769 8.2
mp2.1 20.135 mg 13855 | 2162mg | 687
mp2.2) 20.135 mg 13907 21.60ma | 727 $2.0%
Limpara W Muestra Vaumen |  Conenvacién Areas m/Smb | % Inerd, |  %Prom,
(lwz UV a molll Smi | 000Smg/smi | 14340 0.0056 08
2::"")”' Producto mpl.2l S5mi 0.005ma/Smi 14.264 0.0055 02 0.8
8 Terminado Imp2.1] S5mi 0,005 ma/Smi, 14090 0.0055 10 .
mp2.2] Smi | 0.005mg/smi 14.226 0.0055 0.0
Interferencia x] Ml 5,0m. 0.00000 0.00 -
Degradacién| P00 mp2 5.0mL 000000 0.00 '
por Fotoliss mp1.1 20020 mg 14.102 2190mq | 940
1.2 2002 14,195 10.12
Analito mo ma 22.05 mg 8.9
mp2.1 20.115 mg 13960 | 2168ma | 7279
mp2.2 20.115 mg 14009 | 2176 ma | 816 $20%
Muestra Valumen | Conoenmacie Areas ma/SmL | % Interf.|  %Prom.
Luz Notursl mpll Smi 0.005ma/Smi 14.296 0006 8.5
por 24
Horas poduo  [M91.2] Smi | 0005mg/sen | 14285 0006 84 -,
Terminado Imp2.1| Smi 0.005ma/Smi, 13998 0005 6.2 ’
mp2.2] Smi 0.005ma/SmiL 14073 0.005 68
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3.3 Linealidad

3.3.1 Linealidad del sistema

Tabla 22: Evaluacion de Resultados de la Linealidad del Sistema

independiente(intercepto)

o de la proporcionalidad “a”

C:
Texp=0.069
Ttablas=2.160

C:
Texp=0.464
Ttablas=2.160

Parametro Limites Resultados
Linealidad de sistema Serie 1 Serie 2 Serie 3
- Ecuacion de la recta y=bx + a A: A: A:
y=384.1040X | y=382.7548X | y=387.0380X
+(2.3593) +(2.7720) +(1.5807)
C: C: C:
y=11690.60X | y=11626.18X | Y=11700.29X
+(0.0051) +(0.0507) +(0.0313)
A: 0.9997 A: 0.9993 A: 0.9990
- Coeficiente de Correlaciéon | r 2 0.995 C: 0.9996 C: 09991 C: 0.9989
(]
A: 0.9995 A: 0.9987 A: 0.9979
- ici 2>
Coeficiente de | r20.990 C:0.9992 |C: 09981 |C:0.9978
Determinacion (r?)
- Test estadistico T Student Texp>Ttabl A: A A:
L EXp>11ablaS | rexp=155.554 | Texp=98.858 | Texp=79.395
de verificacibn de Ila
_ Ttablas=2.160 | Ttablas=2.160 | Ttablas=2.160
pendiente b o de C: C: C:
Linealidad Texp=124.760 | Texp=83.314 | Texp=77.287
Ttablas=2.160 | Ttablas=2.160 | Ttablas=2.160
- Test estadistico T Student Texp<Ttablas A: A: A:
de  verificacion de la Texp=0.817 Texp=0.612 Texp=0.277
variable Ttablas=2.160 | Ttablas=2.160 | Ttablas=2.160

C:
Texp=0.264
Ttablas=2.160
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- Test estadistico T Student
del Coeficiente

Correlacion (r)

- Test Distribucion normal

de los residuales

de

Tr >Ttablas

Valor p 2 0.05

A:
Tr=155.554
Ttablas=2.160
C:
Tr=124.760
Ttablas=2.160

A:
Valor p =0.109
C:
Valor p=0.79

A:

Tr=98.858
Ttablas=2.160
C:

Tr =83.314
Ttablas=2.160

A:
Valor p =0.838
C:
Valor p=0.802

A:

Tr=79.395
Ttablas=2.160
C:

Tr=77.287
Ttablas=2.160

A:
Valor p=0.760
C:
Valor p = 0.95

A: Ambroxol

C: Clenbuterol

Tabla 23: Resultados de la Linealidad del sistema para Ambroxol - Serie 1

Em:::::lﬁn Muestras mi{':;l' TH Xy X '
¥)

8% mpl.l 0240483 550600018 £2.86034961 n.05783 90 36.4
mpl.1 0240933 94 9308538 Z2aMa09a 0 1.05805 Y0135
mp3.1 0241782 550813580 2296912523 1.05646 Y040.6

90% mpl.l 0.271805 106.5611818 JB.90 388128 .07 388 11355.3
mpl.1 0.272455 106 B7 5850 2911882721 07443 11422.5
mp3.1 .271156 10E. 5803451 2080087235 0.07353 11359.4

100% mpl.l 0.303427 11B.3525343 35.91131537 n.09207 1400/.3
mpl.1 0302977 11E.50006H 1590281038 (.09180 140423
mp3.1 0.302428 116.2834328 3576612254 (09146 13986.2
mpl.l 0.331352 1301716420 43.13257074 (L1095 164944.7

1i0% mpl.1 0.331501 130315170 43.19965002 (. 10ug84 1649820
mp3.1 0.331751 1305214781 43.30065045 .11008 17035.9
mpl.l 0362773 141. 1401634 51. 20187195 0.13160 19920.5

120% mp2.1 0362873 141 628377 L1.39349413 0.13168 20058.9
mp3.1 0363243 141.7400402 148321498 0.13193 20090.2

i 4.53092 1775.7 546.99786 1.39626 214295.7
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Figura 1: Gréafica de la Linealidad del sistema serie 1 - Ambroxol

Tabla 24: Resultados de la Linealidad del sistema para Ambroxol - Serie 2

T | T e 1 % | f | 7

80% mpl.2 0240483 480241 2282118001 0.05783 O005.5
mp2.2 0240943 B4 9741550 4285240498 (.05805 90.40.1

mp3d.2 0.241/42 94.9109836 2294718642 .05846 q008.1

90% mpl.2 0.271805 106 6500567 28.99075324 .07 388 11376.4
mpl.2 0.272455 107 4458046 20, 27437295 0044235 115448

mpd.2 0.271156 1066780636 28.92630082 0.07353 11380.2

100% mpl.2 0303427 1161853238 3586179295 0.09207 134968,/
mp2.2 0302497 ¢ 116.3800674 35.80645262 09180 14013.8

mp3.2 0.302428 116. 3601425 35. 79537028 0.09148 14008.1

mpl.2 0.331352 1302502486 4317187126 0. 109549 16975.5

A mpl.2 0.331501 13001133487 4313275458 (. 10989 16829.5
mp3.2 0.331731 1312484235 4354181604 . 11006 173361

mpl.2 0.362773 140 9250180 51.14921527 0.13160 196879.6

120% mpl.2 0.362873 1406703547 5104550683 (13168 19788.2
mp3.2 U.3b3223 141.9967485 51.57845720 0.13193 20163.1
i 4.53092 1775.8 546.98411 1.39626 2114288.7
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Figura 2: Gréfica de la Linealidad del sistema serie 2 - Ambroxol

Tabla 25: Resultados de la Linealidad del sistema para Ambroxol - Serie 3

m,::::'dﬁ" Muestras m:‘:{TL TH xy x* ¥
¥)

80% mpl.3 0. 24048 3 94.70266TT 229606018 0.05733 BYBS.6
mpl.3 0.240033 950169050 22, 809318651 0.05805 9028.6
mp3.3 0.241782 54 6932440 22 89514086 0.05846 BY66.5

0% mpl.3 0.271605 106. 2587846 26 89256034 0.04388 11.2949.4
mp.3 0.272455 1076880413 20,39458990 0.07423 11639.8
mp3.3 0.271156 10E.5582T47 26.6936850914 0.07353 11354.7

100% mpl.3 0.303427 116.0423004 1581918475 0.0%9207 134935.5
mpl.3 0.302977 116.3374385 35.85353098 .09Lsad 14003.7
mp3.3 0302428 11B.3729031 35, 79925666 0.09146 14012.4
mpl.3 0.331352 130.4380758 4322085403 .10 1/014.1

e mp2.3 0.331501 130.1527407 43.14581315 1.10959 1ed3a.7
mp3.3 0.331751 131.B054643 43.72661668 1.11006 173787
mpl.3 0.362773 140.B010656 5107865454 L1316l 196.24.9

120% mpl.3 0.362873 141.3500175 51.29212184 (.13168 159979.8
mp3d.3 0.363223 1427922622 51.865%40601 (.131493 203896

i 4.53092 1777.3 547.56707 1.39626 214747.3
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R*=0.9979

0.420

0.480

Figura 3: Grafica de la Linealidad del sistema serie 3 — Ambroxol

Tabla 26: Resultados de la linealidad del sistema para Clenbuterol - Serie 1

i Rl e e A I M
¥l

S0% mpl.l OO0 1L 1.9038350 100030787 (L0000 26 36

mp2.1 0000 1L 1.865970% 0.00030517 00000 26 EN.]

mp3.1 0000 1eL 1.8600855 .00030404 L0000 26 3.b

90% mpl.l Q00018 2.1281452 10003ER3S L OD0DME3 4.5

mp2.1 Q00018 21533354 0000349029 R R 4.6

mp3.1 f.000183 2.1308578 0.00038908 Q0000033 4.5

100% mpl.l o00D201 23510265 0.0004 7362 (LOOO00mE L 5.5

mpa.l O.000202 23777543 0.0004 7948 0.000000041 5.7

mp3.1 OO0 23672073 0.0004 78865 0.000000041 E&

mpl.l 0000223 25095088 0.00058027 0.000000050 6.8

1o I'I'!pi.l Q00022 3 2. GOBGE3E 0.000582 24 0. 000000050 b.B

mp3.1 Dnddd 26263541 0.00058403 0000000044 b.Y

mpl.l D.000242 2.8415161 0.000687 77 0.000000054% B.1

120% mpa.1 Q000242 2.8341750 L000BEERD 0.000000059 B.0

mp3.1 0.000243 2. B3TR4EZ 0.0006E872 0.000000054 B.1

: 0.00303 35.5 0.00732 0.000000625 B5.B
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Figura 4: Grafica de la Linealidad del sistema serie 1 — Clenbuterol

Tabla 27: Resultados de la linealidad del sistema para Clenbuterol - Serie 2

LINEALIDAD DE SISTEMA

0.000

y=11,690.6024 x + 0.0051

Concentraciones(mg/mL)

R?=0.9992

0.000

i i i e A A IO
B8 mpl.2 0000162 19574605 100032331 Q000000026 18
mpl.2 0.000162 1.9151180 000030989 L 000000026 57

mp3.2 0.000161 18227428 0.000309249 L 00oo00de 3

90% mpl.2 Q.00018e 215212 (.000390./8 IR 4.5
mpl.2 0.000182 2170266 (.004U349393 (. QU 3 4.7

mp3.2 0.000183 2 1673535 0.00039572 (0.000000H5 3 4.7

100% mpl.2 0.000201 2.4148332 (1. 00048649 0. 000000041 5.8
mpl.2 0.000202 2.4081348 000048560 0000000041 5.8

mp3.d 0.000:204 2 4087213 000048705 0.000000041 5.8

mpl.d 0.000223 28175837 0.00058431 0.000000050 6.9

20 mpl.2 O.000223 2 6386425 000056887 0.000000050 20
mp3.2 Q.00 2. 6655563 000059275 Q000000048 1.1

mpl.2 0.000242 28541327 100069062 0.000000059 B.1

120% mpl.2 0.000242 283587379 (.000649265 0.000000054 B.2
mp3.2 0.000243 2. 8793423 1.00069g 19 0.000000059 8.3

: 0.00303 36.0 0.00742 0.000000625 88.1
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Figura 5: Gréafica de la Linealidad del sistema serie 2 - Clenbuterol

Tabla 28: Resultados de la linealidad del sistema para Clenbuterol - Serie 3

o

cm,:f:::;dﬁ" Muestras m:’:{TL ‘:;! Xy X ¥y
80% mpl.3 0.0u016.2 1.8431268 D.000314.23 00000000 26 18
mp2.3 0.0odied 1.8166058 0.00031013 0. 0000000 26 il

mp3.3 0.000161 18116715 0.00030751 0. 0000000 26 il

0% mpl.3 0.0u0182 2.13449208 0.0003875a 0.000000033 46
mp2.3 000018 21627964 0.000349821 0.000000033 4.8

mp3.3 0.0uo183 21514700 000039282 0.000000033 4.6

100% mpl.3 0.000201 23758168 [.0004 fa61 0.000000041 5.4
mpl.3 IR EIFIIF] 2 3853585 L.00048303 .00000004 1 ar

mp3.3 0.000202 24042628 0.00048615 0000000041 5.3

mpl3 0000243 28440414 0.00059021 0.000000050 A0

HH, mp2.3 0.000:223 26285479 [0.00058671 [.000000050 6.9
mpi.3 0000222 2 BE582R8 0.00059281 .ooooona49 7.1

mpl.3 0.000.24.2 2 8381853 0.00U6E0Y9 0.000000054 8.1

120% mp2.3 0.000.24.2 2 gr00a0: 0.0006954(0 0.000000054 8.2
mp3.3 0.000.24 3 28618845 0.000849941 0.000000054 8.3

i 0.00303 35.9 0.00741 0.00000 B7.8
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Figura 6: Grafica de la Linealidad del sistema serie 3 — Clenbuterol

.3.2 Linealidad del método

Tabla 29: Evaluaciéon de los resultados de la Linealidad del método

Test estadistico T Student de
verificacion de la pendiente “b” o

de la Linealidad

Texp > Ttablas

Parametro Limites Resultados
Linealidad del método
- Ecuacion de la recta y=bx +a A:y=385.9121X + (1.0461)
C: y=12516.15X + (-0.0907)
- Coeficiente de Correlacion (r) r>0.995 A:0.9996
C:0.9972
- Coeficiente de Determinacion (r?) r>>0.990 A: 0.9992
C: 0.9945

A Texp=187.214 Ttablas= 2.048
C:. Texp=70.912 Ttablas= 2.048
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- Test estadistico T Student de | Texp < Ttablas | A: Texp=0.307 Ttablas= 2.048

verificacion de la variable C: Texp=0.464 Ttablas= 2.048

independiente (Intercepto) o de

proporcionalidad “a”

- Test estadistico T Student del| gy aplas | A: Tr=187.214 Ttablas= 2.048

coeficiente de correlacion (r) c

1 Tr=70.912 Ttablas= 2.048

- Test Distribucién normal de 10S | \/40r 02 0.05 A: Valor p = 0.466

residuales.

: Valor p =0.55

A: Ambroxol

C: Clenbuterol

Tabla 30: Resultados de la linealidad del método de Ambroxol.

Concentracén | muestras |—T2L L xy 0 v

mpl.1 0.241433 943102932 22.76957128 0.05829 8894.4

mpl.2 0.241433 94.3857624 22.78779200 0.05829 8908.7

mp2.1 0.241133 943105309 22.74136097 0.05815 8894.5

00 mp2.2 0.241133 94.44838042 22.77470320 0.05815 8920.6

mp3.1 0.240134 94 3979945 22.66813828 0.05766 8911.0

mp3.2 0.240134 943956820 22.66758297 0.05766 8910.5

mpl.1 0.273104 106.0224065 28.95514171 0.07459 11240.8

mpl.2 0.273104 106.0134792 28.95270363 0.07459 11238.9

mp2.1 0.273753 108.0105249 29.02074163 0.07494 11238.2

e mp2.2 0.273753 105.9721749 29.01024318 0.074%94 11230.1
mp3.1 0.273903 1081234921 29.06757098 0.07502 11262.2

mp3.2 0.273903 106.2022284 29.08913711 0.07502 11278.9

mpl.1 0.302178 117.9347123 35.63725132 0.09131 13908.6

mpl.2 0.302178 117.5723144 35.52774272 0.09131 13823.2

100% mp2.1 0.302577 117.6767245 35.60632146 0.09155 13847.8
mp2.2 0.302577 117.6131474 35.58708446 0.09155 13832.9

mp3.1 0.303127 117.5950063 35.64621442 0.09189 13828.6

mp3.2 0.303127 117.6823194 35.67268137 0.09189 13849.1

mpl.1 0.332251 129.1440664 42.90820711 0.11039 16678.2

mpl.2 0.332251 129.8754385 43.15120600 0.11039 16867.6

110% mp2.1 0.331651 129.7760571 43.04039091 0.10999 16841.8
mp2.2 0.331651 130.0895537 43.14436245 0.10999 16923.3

mp3.1 0.331352 129. 2072291 42.84283275 0.10979 16717.8

mp3.2 0.331352 129.2022901 42.84119620 0.10979 16716.5

mpl.1 0.361125 140.2821169 50.65933668 0.13041 19679.1

mpl.2 0.361125 140.5202527 50.74533340 0.13041 19745.9

120% mp2.1 0.361374 140.3381949 50.71464080 0.13059 19694 .8
mp2.2 0.361374 140.6834090 50.83939237 0.13059 19791.8

mp3.1 0.362024 140. 2663952 50.77978533 0.13106 19674.7

mp3.2 0.362024 140.3774185 50.81997841 0.13106 19705.8
X 9.06224 3528.6 1086.66865 2.79128 423056.3
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Figura 7: Gréfica de la Linealidad del método — Ambroxol

Tabla 31: Resultados de la linealidad del método de Clenbuterol

mg/mL Areas

Con.:o“mmdbn Muestras ) ™ xy x v
mpl.1 0.000162 1.9372605 0.00031308 0.000000026 3.8

mpl.2 0.000162 1.9740439 0.00031903 0.000000026 3.9

mp2.1 0.000162 1.9546017 0.00031618 0.000000026 3.8

s mp2.2 0.000162 19669386 0.00031818 | 0.000000026 3.9
mp3.1 0.000162 1.9226036 0.00031139 0.000000026 - & 4

mp3.2 0.000162 1.9142141 0.00031003 0.000000026 3.7

mpl.1 0.000182 2 1594602 0.00039255 0.000000033 4.7

mpl.2 0.000182 22111137 0.00040194 0.000000033 49

mp2.1 0.000181 21982538 0.00039850 0.000000033 4.8

s mp2.2 0.000181 21727120 0.00039387 0.000000033 4.7
mp3.1 0.000181 21625782 0.00039128 0.000000033 4.7

mp3.2 0.000181 21651677 0.00039175 0.000000033 4.7

mpl.1 0.000202 24127478 0.00048847 0.000000041 5.8

mpl.2 0.000202 24865313 0.00050340 0.000000041 6.2

100% mp2.1 0.000203 23998576 0.00048598 0.000000041 5.8
mp2.2 0.000203 24054905 0.00048712 0.000000041 58

mp3.1 0.000202 24400672 0.00049290 0.000000041 6.0

mp3.2 0.000202 24033476 0.00048548 0.000000041 58

mpl.1 0.000223 26993149 0.00060214 0.000000050 7.3

mpl.2 0.000223 26947789 0.00060113 0.000000050 7.3

110% mp2.1 0.000223 26798446 0.00059834 0.000000050 7.2
mp2.2 0.000223 27001499 0.00060488 0.000000050 7.3

mp3.1 0.000224 26913255 0.00060279 0.000000050 7.2

mp3.2 0.000224 27052215 0.00060590 0.000000050 7.3

mpl.1 0.000241 29129509 0.00070287 0.000000058 8.5

mpl.2 0.000241 29377065 0.00070884 0.000000058 8.6

120% mp2.1 0.000241 29316351 0.00070723 0.000000058 8.6
mp2.2 0.000241 3.0050904 0.00072495 0.000000058 9.0

mp3.1 0.000241 29268740 0.00070418 0.000000058 8.6

mp3.2 0.000241 29305754 0.00070723 0.000000058 8.6

3 0.00606 73.1 0.01507 0.000001248 182.0
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Figura 8: Gréafica de la Linealidad del método — Clenbuterol

3.4 Exactitud del método
Tabla 32: Evaluacién de los Resultados de la Exactitud del Método
Parametro Limites Resultados
Exactitud del
método: A: 100.1%
- Porcentaje de 98% - 102% C: 100.5%
recuperacion (%R)
- Coeficiente de CV £ 2.0% A: 0.4%
variacion (CV) C:. 1.4%
- Test de Hipotesis Texp < Ttablas A: Texp=1.738 Ttablas= 2.056
C: Texp=1.945 Ttablas=2.056
A: Ambroxol C: Clenbuterol
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Tabla 33: Resultados de la exactitud del método para Ambroxol.

ﬂ““m"l'::“ Muestras "“;tﬂ Areas | Placebo (mL) {""-::;.ﬂ'"'“ I'ter:p:rndﬁ:
mg) (%)
mpl.1 24.16500 | 94.3652000]  20.00 24.252 10036
mp1.2 24.16500 | 94.433%73]  20.00 24,269 100.43
mpL.3 24.16500 | 943078779  20.00 24.237 10030
mp2.1 24.13500 | 943832884  20.00 24,256 10050
80% mp2.2 24.13500 | 944000548 20,00 24,286 100.63
mp2.3 24.13500 | 94.3406015|  20.00 24,246 100.46
mp3.1 24.03500 | 9a.4347047| 2000 24.270 100.58
mp3.2 24.03500 | o4.4500228]  20.00 24714 100.99
mp3.3 2403500 | 94330437 2000 24.245 10087
mpl.1 30.24500 | 118.0866644] 2000 30.348 100,34
mp1.2 30.24500 |117.7958088] 2000 30.274 100.09
mpl.3 024500 |117.7251426] 2000 30.255 100.03
mp2.1 028500 |117.804182] 2000 30.276 99.97
100% mp2.2 3028500 |117.8000712] 2000 30.277 49,97
mp2.3 3028500 |117.7288242] 2000 30.256 99,91
mp3.1 3034000 |117.74566%8] 2000 30.261 99,74
mp3.2 3034000 |117.8257085] 2000 30.281 99 81
mp3.3 3034000 |117.7656940] 2000 30.266 99,76
mp1.1 36.14500 |140.5306032]  20.00 36.116 99.92
mp1.2 36.14500 | 140.6426443] 20,00 36.145 100.00
mpl.3 6.14500 | 140.6006436] 20,00 3.137 99.98
mp.1 36.17000 1404613397 20,00 3.099 99,80
120% mp2.2 1.07000 |140.6205888  20.00 3.163 100.06
mp2.3 3617000 |1404323757] 2000 36,091 9.78
mp3.1 3623500 |1405000807] 2000 36.100 99 65
mp3.2 36.23500 |140.5376061] 20,00 36.118 99 68
mp3.3 36.23500 | 1404672481 20,00 36.100 99 63
[Promedio (Ryn) 100.1
IDEuIadﬁn Estandar (5)% 0.4
Icneﬂdenle de Varlaclon (CV)% 0.4
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Tabla 34: Resultados de la exactitud del método para Clenbuterol

c“".‘,’:’:l’:f“ Muestras “‘;‘::':]”“ Areas | Placebo mL) {""im""“ Iter:pl:mdﬁ:
V-
mpl.1 16.14500 1.9372605 20,00 16.093384954 94.68
mpl.d 16.14500 1.9740439 20,00 16. 39890006 101.57
mpl.3 16.14500 1.9655454 20,00 16.36158970 101.34
mpa.l 16.16000 1.9546017 20,00 16.23744802 100.48
BO% mpl.2 16. 16000 1.9664386 20,00 16.33993425 101.11
mpd.3 16.16000 1.9244204 20,00 15.96678128 9p.93
mp3.1 16.LB000 19236036 £0.00 15.97163044 98.71
mp3.2 16.18000 1.9142141 20,00 15.90193641 9B.28
mp3.3 16. 18000 1.9573472 20,00 16.26025504 100.50
mpl.1 20.22500 24127478 20,00 200434016/ 99.10
mpl.2 20.22500 24860313 20,00 20.65034278 104.13
mpl.3 20.22500 24973634 20,00 2074032821 102.58
mp.1 20.23000 2. 3998576 20,00 19.93031901 8B.55
100% mp.2 20.23000 24054995 20.00 19.983187492 98.78
mpd.3 20.23000 24068147 20,00 19949409706 98.83
mp3.1 20, 18000 244006/ 20,00 20.27035193 100.45
mp3.2 20.18000 24033476 20,00 19.96531146 95.54
mp3.3 20, 18000 2 4470537 20,00 20.32839081 10074
mpl.l 24.10500 29139508 £0 mL £4.199 1040.39
mpl.2 24.10500 29377085 20 mL 24.404 101.24
mpl.3 24.10500 29586971 20 mL 34.579 101.8¢
mpd.l 44.10000 29310351 20 mL 34,354 101.05
120% mpl.2 £4. 10000 3.0050%04 20 mL 34,964 103.59
mpd.3 24.10000 2 9080379 20 mL 24,656 10:.31
mp3.1 24.03500 29268740 20 mL 24,314 10L.16
mp3.2 24.03500 29395754 20 mL £4.4.20 10160
mp3.3 24.03500 2 5092971 20 mL 24,085 100.21
|Frumedin { Rorom) 100.5
Inu\rlatlﬁn Estdndar (5)% 14
Icneﬂtiente de Varlaclén (CV)% 1.4
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3.5 Precision del método

Tabla 35: Evaluacién de los resultados de la Precisién del Método

Pardmetro Limites Resultados
Precision del método:
- Repetibilidad CV <2.0% A: 0.16%
Valor p 20.05 p=0.102
C: 0.41%
p=0.159
- Precision intermedia entre CV <£2.0% A: Entre analista: 0.23%
analistas y equipos Entre equipos: 0.48%
C: Entre analista: 1.00%
Entre equipos: 1.08%
- Prueba de Normalidad (P.1. Valor p = 0.05 A: Entre analista:
diferente analista) Analista 1: Valor p = 0.930
Analista 2: Valor p = 0.243
C: Entre analista:
Analista 1: Valor p = 0.384
Analista 2: Valor p = 0.828
- Prueba de varianza iguales Valor p 2 0.05 A: Valor p =0.352

(P.l. diferentes analistas)

- Prueba de medias (T de 2
muestras) (P.l. diferentes

analistas)

- Prueba de normalidad de

grupos (P.l. diferentes

equipos)

Valor p = 0.05 Las medias
son iguales, Sivalor p <0.05

las medias son diferentes

Valor p 2 0.05

C: Valor p =0.047

A: Valor p =0.727
C: Valor p =0.671
En ambos las medias son

iguales.

A: Entre equipos:
ASCL-001: Valor p=0.158
CCCL-007: Valor p=0.057
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CCCL-005: Valor p=0.930
C: Entre equipos:

ASCL-001: Valor p=0.384
CCCL-007: Valor p=0.227
CCCL-005: Valor p=0.486

- Prueba de varianzas (P.l. | Valor p = 0.05 varianzas | A: Entre equipos:
Diferentes equipos) iguales Valor p=0.006
Valor p < 0.05 varianzas| C: Entre equipos:
diferentes. Valor p= 0.098
- Prueba de medias | Valor p 2 0.05 las medias A: Entre equipos:
(ANOVA) (P.I. diferentes | son iguales, sivalor de p < Valor p=0.905
equipos) 0.05 las medias son C: Entre equipos:
diferentes. Valor p= 0.854
Las medias son iguales.
A: Ambroxol C: Clenbuterol

Tabla 36: Resultados de Precision: Repetibilidad en Ambroxol

Concentracidn Tedrica | Muesiras m‘f;:;:f °l  4reasto PLACEBO (mL) | mg AMALITO HALLADO ::::;ZT::::S

mpl.1 30.21 117.81848 20.0 29.968 100.8
mpl.2 30.21 117.895243 70.0 29.988 100.7
Repetibilidad | mp2.1 30.16 117.896700 20.0 29,988 100.6
mp2.2 30.16 117.891385 30.0 29.987 100.6
mp3.1 30.15 | 117.384887 20.0 29.858 101.0
mp3.2 30.15 117.356292 20.0 29,851 101.0
100% mp4.1 3016 | 117.462222 20.0 29.878 100.9
mp4.2 30.16 117.37950 20.0 29.857 101.0
mp5.1 30.28 117.87293 20.0 29,982 101.0
mp5.2 30.28 117.92985 20.0 29.937 100.9
mp6.1 30.11 117.51839 20.0 29.892 100.7
mp6.2 30.11 117.42787 20.0 29.869 100.8

Promedio (X) 100.84
Desviacion Estandar (S) % 0.16
Coeficiente de Variacién (CV)% 0.16
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Tabla 37: Resultados de Precision: Repetibilidad en Clenbuterol

Concentracidn Tedrica | Muestras mgf;:;::;ﬁﬂ AREA STD PLACEBO (mL) | mg ANALITO HALLADO :ﬁ::;r-‘::i_:i

mpl.1 20.11 24444762 20 20,044 100.3
mpl.2 20.11 2. 44580975 20 20,055 100.3
Repetibilidad | mp2.1 20.14 24526163 20 20.110 100.1
mp2.2 20.14 24329805 20 19.950 101.0
mp3.1 20.09 2.4391420 20 20.000 100.4
mp3.2 20.09 2.4396914 20 20.005 100.4
100% mp4.1 20.18 24271940 20 19.902 101.4
mp4.2 20.18 24328008 20 19.946 101.2
mp5.1 20.15 24350085 20 19.973 100.9
mp5.2 20.15 2 4467241 20 20.062 100.4
mp6.1 20.14 24302941 20 19.927 101.1
mp6.2 20.14 24307278 20 19.931 101.0

Promedio (X) 100.72
Desviacion Estandar (5) % 0.41
Coeficiente de Variacién (CV]}% 0.41

Tabla 38: Resultados de Precision Intermedia: Diferentes analistas para

Ambroxol.
EQUIPOD Cromatégrafo Liquido de Alta Resolucién (HPLC) - CCCL-005
MUESTRA DETERMINACION mg/5mL DE DOSIS UNITARIA:
Concentracion
£ PRIMER AMALISTA SEGUNDO AMALISTA
Teorica Muestras -
F.Camones K.\Vidal
mp1 7.43879 7.4039
mp2 7.41362 7.4138
Precision 100% o3 Ja2115 74380
mp4 7.45228 7.4476
mp5 7.43543 7.4514
mp6 7.42714 7.4556
PROMEDIO (X) 741 7.435
DESVIACION ESTANDAR (5)% 0.0138 0.0214
COEFICIENTE DE VARIACION (CV) % 0.2 0.3

PROMEDIO TOTAL ENTRE ANALISTAS

7.433  mg/5my

DESVIACION ESTANDAR TOTAL ENTRE ANALISTAS %

0.017281

COEFICIENTE DE VARIACION TOTAL ENTRE ANALISTAS(CV)%

0.23
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Tabla 39: Resultados de Precision Intermedia: Diferentes equipos para

Ambroxol.
ANALISTA: F.Camones
MUESTRA
Concentracion Muestras Ambroxol Clorhidrato
Tedrica CCCL-005 CCCL-007 ASCL-001
mpl 74388 74273 7.4388
mp2 7.4136 7.4278 7.441
S mp3 7.4212 7.386 7.4333
mp4 74523 7.5413 7.4487
mp5 7.4354 7.3921 7.3957
mp6 7.4271 7.3754 7.4046
PROMEDIO (X) 7.4314 7.4250 7.4270
DESVIACION ESTANDAR {S) % 0.0138 0.0610 0.0216
COEFICIENTE DE VARIACION (CV) % 0.19 0.82 0.29

PROMEDIO TOTAL ENTRE EQUIPOS

7.428 may/SmL

DESVIACION ESTANDAR TOTAL ENTRE EQUIPOS %

0.03598

COEFICIENTE DE VARIACION TOTAL ENTRE EQUIPOS(CV)%

0.48

Tabla 40: Resultados de Precision Intermedia: Diferentes analistas para

clenbuterol.
EQUIPD Cromatoégrafo Liquido de Alta Resolucion (HPLC) - CCCL-005
MUESTRA DETERMINACION mg/5mL DE DOSIS UNITARIA:
C tracio
AR PRIMER ANALISTA] SEGUNDO ANALISTA
ROEES Muestras -
F.Camones K Vidal
mp1 0.00502 0.00502
mpz 0.00496 0.00506
N mp3 0.00496 0.00501
P 100%
el o 0.00500 0.00493
mp5 0.00501 0.00487
mp6 0.00499 0.00497
PROMEDIO (X) 0.005 0.005
DESVIACION ESTANDAR (S)% 0.0000 0.0001
COEFICIENTE DE VARIACION (CV) % 0.5 1.4

PROMEDIO TOTAL ENTRE ANALISTAS

0.005 mag/5ml

DESVIACION ESTANDAR TOTAL ENTRE ANALISTAS %

0.000050

COEFICIENTE DE VARIACION TOTAL ENTRE ANALISTAS(CV)%

1.0
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Tabla N°41: Resultados de Precision Intermedia: Diferentes equipos para

Clenbuterol.
ANALISTA: K.vidal
MUESTRA
Concentracion Muestras Clenbuterol Clorhidrato
Tedrica CCCL-005 CCCL-007 ASCL-001
mp1 0.00502 0.00489 0.0051
mp2 0.00496 0.00498 0.0050
i mp3 0.00496 0.0050 0.0049
Fecieion 100% mp4 0.00500 0.00507 0.0050
mp5 0.00501 0.00495 0.0049
mp6 0.00490 0.00497 0.0050
PROMEDIO (X) 0.0050 0.0050 0.0050
DESVIACION ESTANDAR (S) % 0.0000 0.0001 0.0001
COEFICIENTE DE VARIACION (CV) % 0.51 1.17 1.51
PROMEDIO TOTAL ENTRE EQUIPOS 0.005 mg/5mL
DESVIACION ESTANDAR TOTAL ENTRE EQUIPOS % 0.00005
COEFICIENTE DE VARIACION TOTAL ENTRE EQUIPOS(CV)% 1.1

3.6 Limite de Deteccion y limite de cuantificacion

Tabla 42:

Evaluacion de los resultados de Limite de Detecciéon y Cuantificacion

- Limite de deteccion

Concentracion minima
aceptable del analito
gue es detectable.

Parametro Limites Resultados
Limite de Deteccion vy
Cuantificacién
- Coeficiente de correlacion r=0.995 A: 0.9999
C: 0.9999
- Coeficiente de r220.990 A: 0.9998
Determinacion. C: 0.9999

A: 1.9052ppm o
0.0019052mg/mL.
C: 0.001949ppm o
0.0000019mg/mL.
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- Limite de cuantificacion

aceptable de un analito
gue es cuantificable.

Concentracion minima A:

2.3003ppm o
0.0023003mg/mL
C: 0.004971ppm o
0.0000050mg/mL.

A: Ambroxol

C: Clenbuterol

Tabla 43: Resultados de Limite de cuantificacion y deteccion para ambroxol.

E""TE:;:"::M" Muestras in'::cft“-:{l;j Areas (y) Xy x? ¥y
12.5 % mpl 0.03752 15.3467433 | 0.5758282 | 0.00140784 | 235.5225299
mp2 0.03753 15.3699988 | 0.5767776 | 0.00140822 | 236.2368631
25.0 % mpl 0.07504 30.4229863 | 2.2B30139 | 0.00563136 |925.5580024
mp2 0.07508 30.3570456 | 2.2792788 | 0.00563736 |921.5502176
50.0 % mpl 0.15041 59.5420528 | B.9559884 | 0.02262452 | 3545.256052
mp2 0.15076 50.4814685 | B.9676754 | 0.02272984 | 3538.045095
5.0 % mpl 0.22555 8B.2284558 | 19.8996571 | 0.05087137 | 7784.267462
mp2 0.22705 88.22845958 | 20.0318807 | 0.05154965 | 7784.267462
b1 0.97894 | 386.97729 | 63.57010 0.16186 | 24970.704
LIMITE DE DETECCION Y CUANTIFICACION
90.000 -
BO.000 '
70.000
_ 60.000 &
& 50.000 y = 385.4744x% + 1.2025
= an.000 R? = 0.9999
30.000 -
20.000 -
)
10.000
0.020 0.120 0.220

Concentracion (mg/mL)

Figura 9: Grafica del Limite de deteccion y cuantificacion para ambroxol
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Tabla 44: Resultados de Limite de cuantificacion y deteccidn para clenbuterol.

Concentracién mg,/mL ¢ 2
Tedrlca Muestras et G} Areas (y) Xy X Yy
12.5 9 mpl 0.000025 0.3104981 0.0000078 |0.000000001] 0.09%z4091
: mp2 0.000025 0.2983779 | 0.0000075 |0.000000001] 0.0890294
25.0 % mpl 0.000050 0.6156355 | 0.0000310 |0.000000003] 0.3790070
: mp2 0.000050 0.6096278 | 0.0000306 |0.000000003] 0.3716461
50.0 % mpl 0.000101 1.2031586 | 0.0001211 |0.000000010] 1.4475906
: mp2 0.000101 1.2012135 0.0001211 |0.000000010] 1.4429138
5.0 % mpl 0.000151 1.7900275 0.0002698 |0.000000023] 3.2041983
3 mp2 0.000151 1.7900275 | 0.0002706 10.000000023] 3.2041983
; 0.00065 7.81857 0.00086 |0.00000007] 10.23499
LIMITE DE DETECCION Y CUANTIFICACION
2510
2.010
- ]
g 1510
. Lol ¥=11783.3912% + D.0O136
1.010 k= [.9999
0510 AL
&
0.0
D0.000 0,000 0,000 0.000 0.0

Concentracian (mg/mL)

Figura 10: Grafica del Limite de deteccion y cuantificacion para clenbuterol.
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3.7 Robustez
Tabla 45: Evaluacién de los resultados de Robustez
Pardmetro Limites Resultados
Robustez:

- Condiciones normales

- Variaciones

cromatograficas:

e T 35°C en Ila
columna.

- Variaciéon en las

condiciones de

almacenamiento de la
solucion  estandar vy
muestra:

e Condicién 24 horas

de reposo.

e Condicién 24 horas

en refrigeracion.

e Condicién 48 horas

en refrigeracion.

Alteracion de resultado
<2.0%

Alteracion de resultado
<2.0%

Alteracion de resultado
<2%

Alteracion de resultado

<2%

Alteracion de resultado
<2%

A: Producto terminado: 0.0%

C: Producto terminado: 0.0%

A: Producto terminado: 0.4%

C: Producto terminado: 0.4%

A: Producto terminado: 1.8%

C: Producto terminado: 1.1%

A: Producto terminado: 0.7%

C: Producto terminado: 0.5%

A: Producto terminado: 0.5%

C: Producto terminado: 0.7%

A: Ambroxol

C: Clenbuterol

87




Tabla 46: Resultados de Robustez en Ambroxol

MUESTRA: |PRODUCTO TERMINADO
ESTANDAR (Analito) Canihdad de | RESULTADOS
750 myg Sml.
‘ Promedia Aubrosal
Condiciones | Pesa (mg) Arend e | R&D
kAT Vo) de| Promedio de | mganalio | %pa | %
7 846310 FT aitadida i Areis Hallado |Encontrado] Alieracidn
7.878816 8.170446
5.0 mL 8.183812 | 7.90mg | 1053 | 0.0
Normales | 30.30 mg | 7.815728 |7.84128 | 0.38 8.197178
7.806403 8.061392
5.0 mL 8.082209 | 7.80mg | 1040 | 0.0
7.858120 8.103206
Variaciones Cromatograficas
Variacion 7.905713 8.133823
de la 5.0 L 8.150627 | 783mg | 1043 | 0.3
et 7.890097 8.167431
adela |30.30mg | 7880035 |7.88292| 0.2 " 8.128310 - s | e
T . A LM . 2
Coumna 7.879400 8141134 .
de30°Ca
|_35eC kit CRITERIO DE ACEPTACION | < 2.0%
Variacion en las Condiciones de Almacenamiento de las Soluciones estandar y muestra
i 7.8304695 8,3228886
variacen 5.0 ml 8.322477 | Bo4mg | 1072 | 2.0
Muestra en 7.8300292 8.3220654
Reposo 24 | 34 30 mg | 7.8494455 | 7.83607 | 0.13 8.2527776
Horas (T°C 5.0mL 8.254830 | 7.97mg | 106.3 L6
armbiante < F7.8267010 8.2568814
30°C) 7.8436907
—_— 8.0895519 8.4708871
Vaiackn 5.0 ml 8417157 | 7.83mg | 1044 | 02
Muestra én 8.1401503 8.3634275
Refrger2don) 35 00 mg | 8.1833303 | 813355 | 043 8,3559184
24 Horas 5.0 mL 8.340845 | 7.76ma | 103.5 1.2
(T°C de2a 8.1160384 8.3257709
8%) 8.1386864
iacitn - 8.0795519 8.6708871
it 5,0 mL 8467157 | 7.90mg | 1054 | 07
Muestra en 8.1101503 8.2634275
Refriger2don) 35 30 mg | 8.0833303 | 810755 | 0.34 8,3559184
48 Horas 5.0 mlL 8.390845 | 7.83mg | 104.4 0.2
(T°C de2a 8.1460384 8.4257709
870 8.1186864
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Tabla 47: Resultados de Robustez en Clenbuterol

MUESTRA: [PRODUCTO TERMINADO
ESTANDAR (Analito) Canthdad e RESULTADOS
008 wig Sl
; Pramedio Clenbuteral
Condichines | Peso (mg) Arei i A RS
- Val(ml.) de il Promedio de | mg analii | % pa. kL
7348061 I'T wiadida . .in.'uu Hallads  JEocantrada] Alteraciin
2,347998 2.392283
5.0 mL 2389213 |0.005mg| 10266 | 0.0
Normales | 20.155 mg| 2350383 | 2.34761 | 0.17 2.386142
2350022 2.387963
5.0mL 2387628 |0.005mgq| 10260 | 0.0
2340608 2387294
Variaciones Cromatograficas
variaglan KT .
2,302589 2340920
e la . 50ml 2,341816 |0.005mg| 10297 | 0.3
lmnpnr.ﬂur 2.298357 2,342703
adela [20.156mg| 2289333 |2.20415| 030 i 1.318857 s (e | e
s0m 325665 |0.005mg ; ;
Columna 2,285162 2,332473
S 2.295120
R ' CRITERIO DE ACEPTACION | < 2.0%
Variacion en las Condiciones de Almacenamiento de las Soluciones estandar y muestra
e 2.3969965 2.4141035
variachn 5.0 mL 2412952 |0.005mg| 1016 | 11
Muestra en 2.4065414 2.4118012
Reposo 24 150,155 mg| 23975418 | 239685 | 027 24056436
Haras (T°C 5.0 mL 2411241 |0.005mg| 1015 1.1
ambiente < 2.3890862 74168384
30°C) 2.3940931
. 2.3985967 1.4467666
Yarincin 5.0 mL 2440878 |0.005mg| 1025 | 01
Muestra en 2.4149854 2.4349888
Refrigeracon} 1 185 mg | 2.4069058 | 2.40168 | 046 2.4272597
24 Horas S.0mL 2423928 |0.005mg] 1018 0.8
(T°C de2a 2.3852110 2.4205968
8°0) 2.4027249
iacidn - 2.4045187 2.4147391
Variacs 5.0 mL 2423524 |0005mg| 1007 | 09
Muestra en 2.4079251 2.4323096
Refrgeracon} 5 155 mg | 2.4156748 | 240341 | 0.50 24440622
48 Horas S.0mL 2431648 |0.005mg] 102.1 0.6
(T°C de22 2.3832826 24192342
8°0) 2.4056265
3.8 Rango
Tabla 48: Evaluacion de los resultados de Rango.
Parametro Limites Resultados
Rango 80% - 120% A:80% - 120%

C:80% - 120%
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DISCUSION

4.1. DISCUSION DE RESULTADOS

> La técnica analitica para la identificacion y cuantificacion por HPLC de
ambroxol clorhidrato 7,5mg + clenbuterol 0,005mg/5mL en jarabe, dada que
no figura en ningun libro oficial, debe ser validada con antelacion al manejo
habitual. Por ello, al realizar el desarrollo de la validacién con los ensayos,
procedimientos y evaluacion de los resultados obtenidos, nos ha permitido
poder corroborar el alto grado de confiabilidad, eficacia, calidad y seguridad
que la técnica presenta.®

> La adecuacion del sistema conocido también como aptitud del
sistema, posibilita que antes de poner en marcha cualquier actividad
cromatografica, nos asegure que el equipo se encuentra en optimas
condiciones para ser usado®. La aptitud del sistema consisti6 en evaluar
areas, tiempo de retencién, asimetria y platos teéricos de dos estandares
tanto para ambroxol como para clenbuterol, donde se determiné el promedio,
el coeficiente de variacion, desviacion estandar y los resultados cumplieron
con los limites establecidos como se puede apreciar en las tablas
14,15,16,17.

> Al evaluar el parametro de Especificidad se obtuvo resultados por
Identificacion y por degradacion. La técnica analitica resultd ser especifica,
puesto que los analitos y producto terminado no evidenciaron interferencia
con probables componentes que pudieran alterar, y nos permitidé su
identificacion, cumpliendo con los criterios de aceptacion del porcentaje (%)
interferencia <2%. La especificidad por identificacion empled soluciones de
la fase mévil, los componentes de la formula (estandar mixto, analito puro,
otros), las soluciones de trabajo (estandar mixto, producto terminado), y el
placebo como se puede observar en la tabla 18 y anexo A5 (figuras
13,14,15,16,17,18). Los resultados presentan ausencia de interferencia
tanto para Ambroxol como para Clenbuterol con las soluciones utilizadas en
la fase mévil. En los componentes de la férmula, la corrida no evidencio
interferencia, pero se identificaron los picos de Ambroxol a los 47.4 min de

retencion y para clenbuterol de 22.9 min en el estandar mixto y los analitos.
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En la corrida con las soluciones de trabajo, en el estandar mixto se
identificaron picos de Ambroxol a los 47.7 min de retencion y con clenbuterol
a los 23.1 min. Asimismo, en la corrida con el producto terminado no
presentd interferencia y los picos de identificacion para ambroxol fue en un
tiempo de retencion de 47.7 min y para clenbuterol a los 23.0 min. Con el
placebo no mostré evidencia interferencia.

En la especificidad por degradacién, al ser sometidos los analitos, placebo y
producto terminado a condicién normal, degradacion por hidrolisis acida,
basica, oxidativa, por termdlisis, por fotolisis; evaluamos los resultados como
indica la tabla 19, y mostré que el ambroxol frente a una hidrolisis oxidativa,
la solucion del analito se ve afectado, presentando una interferencia mayor
del 2.0% en su degradacion (ver tabla 20). Asimismo, clenbuterol al ser
sometido a estas condiciones antes descritas, no detectaron picos que
interfieran con el pico principal en sus cromatogramas correspondientes, sin
embargo, en la degradacion por termdlisis y fotélisis con luz UV, hidrélisis
acida, basica, oxidativa, afectaron la solucion del analito y presentdé una
interferencia mayor al 2.0% en su degradacion (ver tabla 21). La solucion del
producto terminado se vio también afectado frente a las condiciones de
degradacion por hidrdlisis &cida, basica, y por fotélisis con luz natural a una
exposicion de 24 horas, donde la interferencia fue mayor en un 2.0% en su
degradacion (ver tabla 21). Para Acosta Neira y Nina Flores también
presentaron las mismas observaciones, entonces se puede pensar que
someter las muestras o producto terminado a estas condiciones podrian

advertir que el producto se degrade y pierda su accion.®

> La USP vigente, la ICH y guias de calidad de las autoridades
reguladoras en los paises de alta vigilancia sanitaria, establece que la
linealidad debe ser evaluada por la linealidad del sistema y linealidad del
método, donde nuestros resultados mostraron que el método analitico es
lineal. En la linealidad del sistema, los resultados tratados fueron
directamente proporcionales a la concentracion del analito, dentro de un
rango conocido (80% a 120%),donde se trabajo con tres series, analizadas
por triplicado y con un sistema de estandares al
80%,90%,100%,110%,120%.36° Como resultado de las lecturas del
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coeficiente de correlacion(r) para ambroxol en las tres series(1,2,3) fue de
0.9997; 0.9993 y 0.9990 respectivamente y para clenbuterol en las tres
series (1,2,3) fue de 0.9996; 0.9991 y 0.9989 respectivamente. Asimismo,
en la linealidad del método el coeficiente de correlacion (r) para ambroxol fue
0.9996 y para clenbuterol 0. 9972.Siendo el limite aceptable de r= 0.995.

> Segun la farmacopea vigente (USP), registros de la ICH, denotan que
el parametro de exactitud debe calcularse obteniendo el porcentaje de
recuperacion entre el analito hallado y el analito afiadido. Siendo nuestro
porcentaje de recuperacion para ambroxol clorhidrato 100.1% y para
clenbuterol 100.5%, en un limite de 98%a 102%. Sin embargo, para Acosta
Neira y Nina Flores, el porcentaje de recuperacion fue de 99.87% para
ambroxol clorhidrato y 99.87% para clenbuterol clorhidrato en un rango de
97% a 103%. Estos resultados comparados con nuestro estudio son
similares dentro del rango permitido.> Asimismo, para Tapia, a pesar de
trabajar en su analisis con solucién oral gotas, el porcentaje de recuperacion
en ambroxol clorhidrato fue de 100.17%, dicho valor se encontré dentro del
rango aceptable.®®

> El parametro de precision segun los libros oficiales y criterios técnicos
de evaluacion de un dossier de especialidades farmacéuticas, Directiva
sanitaria N° 001 MINSA/DIGEMID, debe ser evaluado en repetibilidad, y
precision intermedia (con diferentes analistas, diferentes equipos, diferentes
dias, etc.). La repetibilidad se dio en funcionamiento sucesivos en un solo
dia y bajo las mismas condiciones de medicion, siendo repetible nuestra
técnica analitica, la cual tuvo un coeficiente variacion (CV) para ambroxol de
0.16%, y para clenbuterol 0.41%, cumpliendo los limites de aceptaciéon de
CV < 2%. La repetibilidad del método para el estudio Guillen Gonzales en
sus resultados, mostraron un CV de 0.47% para ambroxol y 1,68% para
clenbuterol. Ambos estudios a pesar que no tienen los mismos resultados,
cumplen con los criterios aceptables®. La precision intermedia se realizé
tanto entre diferentes analistas como diferentes equipos, donde el CV para
ambroxol fue de 0.23% y 0.48% respectivamente, y el CV para clenbuterol
fue de 1.00% y 1.08% respectivamente. Como resultado de esta evaluacion
se evidencia que la técnica analitica es precisa en las condiciones

propuestas.
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> El limite de deteccidon que es la concentracion minima aceptable del
analito que se puede detectar, para ambroxol fue de 1.9052ppm y para
clenbuterol 0.001949ppm. EI limite de cuantificacion, que es la
concentracion minima aceptable del analito que se puede cuantificar, para
ambroxol fue de 2.3003ppm y para clenbuterol 0.004971ppm. Asimismo, se
evalla el coeficiente de correlacion (r) y el coeficiente de determinacion.
Donde el limite de aceptacion para el coeficiente de correlacion es r 20.995,
y como resultado para ambroxol y clenbuterol se obtuvo 0.9999. El limite de
aceptacion del coeficiente de determinacién r? 20.990, lo cual para ambroxol
mostro un resultado de 0.9998 y para clenbuterol 0. 9999.Sin embargo, para
la USP y la ICH este parametro, su evaluacion no es exigida.36:8

> Siendo la robustez un parametro que puede ser incluido o no en la
validacion de un procedimiento analitico, este nos indica resultados
aceptables, precisos y exactos al someterlos a una variedad de
condiciones®’ .El método resulté ser robusto frente a condiciones normales
y a modificaciones cromatograficas (Temperatura 35°C de la columna
cromatografica Zorbax XDB-C18) tanto para ambroxol como para
clenbuterol, presentando una alteracion del resultado < 2% como limite
permitido como se observa en la tabla 45; Frente a la exposicion de
diferentes condiciones de almacenamiento (reposo por 24 horas a
temperatura ambiente que se considero hasta los 30°C y refrigeracion por
24 y 48 horas que oscilo entre 2°C - 8°C), los activos en estudio estuvieron
dentro del limite establecido.

> En la tabla 48, se puede apreciar que, mediante ensayos analiticos ya
antes evaluados como son exactitud, precision y linealidad, el rango de
nuestra técnica analitica es de 80% al 120%. Rango comprendido entre las

concentraciones maximas y minimas del analito estudiado.
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4.2. CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos podemos concluir que:

1. Se validd la técnica analitica de referencia para la identificacion y
cuantificacion por HPLC de ambroxol clorhidrato 7,5mg + clenbuterol
clorhidrato 0,005mg/5mL en jarabe, cumpliendo con todos los
parametros exigidos.

2. Del mismo modo, se determinaron los parametros de validacion de
la técnica analitica para la identificacion y cuantificacion por
cromatografia liquida de alta resolucion de ambroxol clorhidrato
7,5mg + clenbuterol clorhidrato 0,005mg/5mL en jarabe, y estos
luego de aplicarse los procedimientos correspondientes, mostraron
como resultado que:

- En la Especificidad, la técnica analitica es especifica,
identificAndose no haber interferencia con el pico del analito
estudiado. El tiempo de retencion de Ambroxol clorhidrato fue de
47.7 min y Clenbuterol clorhidrato 23.0 min. Asimismo, las
soluciones de placebo, analito y producto terminado tanto de
Ambroxol como Clenbuterol sometidas a degradacién por condicion
normal, hidrdlisis acida, basicas, oxidativas, termdlisis, fotélisis por
luz natural y UV, no detectaron picos de interferencias con el pico
principal en sus cromatogramas correspondientes.

- Enla Linealidad, la técnica demuestra que el parametro es lineal, y
los datos evidencian distribucién normal, la cual estuvo comprendida
en un rango del 80% - 120%, donde en la linealidad del sistema, el
coeficiente correlacion (r) para ambroxol clorhidrato en las tres series
(1,2,3) fueron de 0.9997; 0.9993 y 0.9990 respectivamente y para
clenbuterol en las tres series (1,2,3) se obtuvieron 0.9996; 0.9991 y
0.9978 respectivamente. En la linealidad del método, el coeficiente
de correlacion (r) fue de 0.9996 para ambroxol y 0.9972 para
clenbuterol, siendo el criterio de aceptacion r=0.995.

- En la Precision, se concluye que, para este parametro la prueba de
repetibilidad tuvo un coeficiente de variacidbn para ambroxol de

0.16% y para clenbuterol 0.41%; la precision intermedia de
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diferentes analistas y diferentes equipos para ambroxol fue de 0.23%
y 0.48% respectivamente. Asimismo, la precision intermedia de
diferentes analistas y diferentes equipos para clenbuterol fue de
1.00% y 1.08% respectivamente.

En la Exactitud, la técnica es exacta con un porcentaje de
recuperacion de 100.1% para ambroxol clorhidrato y 100.5% para
clenbuterol clorhidrato.

En el Limite de Deteccion y Cuantificacion, se llegé a concluir que,
para el limite de deteccion la concentracion encontrada en ambroxol
fue de 1.9052ppm y en clenbuterol 0.001949ppm; del mismo modo,
el limite de cuantificacion encontrado en ambroxol fue de 2.3003ppm
y en clenbuterol 0.004971ppm.

En la Robustez, se concluye que, la técnica analitica demostré ser
robusta, evidenciandose que las soluciones de los analitos y
producto terminado sometidas a condiciones normales, a
modificacion del sistema cromatografico (temperatura de la
columna), a variaciones en las condiciones de almacenamiento de
las soluciones estandar y muestra, los resultados cumplieron con
criterios de aceptacion.

En el Rango, concluimos que luego de aplicarse el procedimiento
analitico y cumpliendo satisfactoriamente los parametros de
exactitud, precision y linealidad, este intervalo oscila dentro de los
limites de aceptacion.

En cuanto a la técnica analitica propuesta se concreté que ella es
confiable, reproducible y aplicable en los equipos y productos de
laboratorios S. J. Roxfarma S.A, pudiéndose utilizar en los analisis
de rutina.

Los resultados de las pruebas obtenidas cumplieron con los criterios
de aceptacién, por lo que se documentoé la validacion de la técnica

analitica propuesta.
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4.3. RECOMENDACIONES

v' Se recomienda implementar como parte de un procedimiento
habitual en los laboratorios, la validacion de las técnicas o
procedimientos analiticos de los principios activos que se
comercializan, ello permitira que sus productos farmacéuticos
mantengan la confiabilidad y sean reproducibles.

v" En la aplicacion y desarrollo del procedimiento analitico se debe
seguir tal cual indica la técnica y protocolo analitico. Entre los
cuales se debe tener en cuenta: Acondicionar el sistema
cromatografico durante una hora antes de iniciar el analisis, en la
preparacion de la fase movil se recomienda mezclar y gasificar
durante diez minutos.

v El analista que empieza a desarrollar la validacion de la técnica
debe concluirlo hasta el final, esto evitara errores y confusiones
en los resultados que se puedan obtener.

v' Se recomienda no someter los principios activos estudiados a
condiciones que afecten su degradacion.

v' Se recomienda que cualquier cambio en la metodologia de la
técnica validada, esta debe ser revalidada.

v" Cualquier cambio en la férmula con respecto a los proveedores se
debe realizar un estudio (andlisis de riesgo) para ver el impacto
gue repercute sobre en el producto final.

v' Se recomienda a los futuros profesionales realizar estudios de
investigacion sobre validaciones de métodos o técnicas analiticas
en la industria farmacéutica, con el proposito de aprender, de
estar calificado, ser competente y aptos en la realizaciéon de
dichos procesos, mejorando asi las operaciones del control de

calidad.
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ANEXOS

ANEXO A: INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS.

Anexo Al: Parametros de desempefo analitico que debe una validacion de

técnicas analiticas propias.

Categoria ll
] Pruebas
Parametros de Categoria| Andlisis de Categoria | Categoria
Desempefio Analitico I Cuantitativo | Limite 11 \Y
Exactitud Sl Sl * *x NO
Repetibilidad Sl Sl NO Sl NO
Precision
Precision |intermedia Sl# Sl# NO Sl# NO
Especificidad Sl Sl Sl *x Sl
Limite de Deteccién NO NO Sl * NO
Limite de
Cuantificacién NO Sl NO * NO
Linealidad Sl Sl NO ** NO
Intervalo/Rango Sl Sl * * NO
* Puede requerirse, dependiendo de la naturaleza del método.
*x Puede ser no necesaria en algunos casos
# En casos donde la reproducibilidad ha sido realizada, la precision

intermedia no es necesaria.
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Anexo A2: Hoja de trabajo utilizada en la validacién de los parametros.

Producto :

AREA DE CONTROL DE CALIDAD

HOJA DE TRABAJO

Presentacion :

Lote :

Técnica Analitica (TA) :
Especificacién Basica (EB) :

Solicitud de Analisis

N© :

Fecha Inicio de Andlisis :

Fecha Final de Analisis :

Validacion de Métodos Analiticos - Valoraciéon

APTITUD DE SISTEMA

Datos del estandar:

Principio activo

Factor Estandar (Fst) :

Estandar tipo

Ne Analisis | Formula =
Potencia (t/c)

F. Reanalisis Fst1 =

F. Vencimiento Fst2 =

Peso Estandar (Wst1):

Peso Estandar (Wst2):

Principio activo

Factor Estandar (Fst) :

Estandar tipo

Ne Analisis | Formula =
Potencia (t/c)

F. Reanalisis Fst1 =

F. Vencimiento Fst2 =

Peso Estandar (Wst1):

Peso Estandar (Wst2):

Principio activo

Factor Estandar (Fst) :

Estandar tipo

N° Andalisis | Formula =
Potencia (t/c)

F. Reanalisis Fst1 =

F. Vencimiento Fst2 =

Peso Estandar (Wst1):

Peso Estandar (Wst2):

Observaciones :

Conclusioén: El producto analizado es

CONFORME |6

NO CONFORME |co

n las

especificac

iones

y métodos

analiticos establecidos.

Nombre y Firma

Nombre y Firma

ANALISTA

RESPONSABLE FQ
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Anexo A3: Certificados de calificacion y verificaciéon de instalacion

operacional del equipos e instrumentos.
RI¥H
Il

REPORTE DE CALIFICACION DE INSTALACION Y VERIFICACION OPERACIONAL
DE SISTEMA CROMATOGRAFICO

| —

| Informaciém del cliente
| CompaMa Laboraterio Roxfarma S A
Direccién Av. Alfredo Mendiola 5648
Responsable  Yuritza Mendoza E-mall -
l Teléfono 6139100 Cddigo Equipa ASCL-CO1
! Fecha 1/7/2020 N* Ticket §T2020-174
| Sistema Thermo Scientific - UltiMate 3000 Responsable RPA  Eli Cardenas
Informacién de los médulos instalados
Médulo Modelo Nimero de serie
| * Software de Contryl Chromeleon 7.2 172538
* Bandeja de Solventes SR-3000 -
* Médulo de Bomba LPG-3400RS 8162616
* Médulo de Automuestreador WPS-3000TSL 8161288
* Médulo de Colummna TCC-3000RS 6023440
* Médulo Detector Uy No aplica
* Médulo Detector DAD DAD-3000RS 8144164
* Mddulo Detector FLD No aplica
¢ Médulo Detector R No aplica
* Médulo Detector Corona No aplica
* Médulo Detector Electroquimico No aplica
* Mdédulo de Automuestreador 2 No aplica
* Médulo de Colector de Fracciones No aplica
L * Médulo Detector deMasas No aplica




Smp: STD C-D Gradient_3

Runtime: 2020-Jul-01 11:24 Page 1 of 2

Seq: ChromeleonLocalinstrument Data\ASCL-001\Qualification\PQ 2020-07-01\PQ_QUAT_GRAD_C_D

Back Pressure Device
Solvent C for Gradient
Solvent D for Gradient

ThermoFisher
SCIENTIFIC
Performance Qualification
* Precision of the Stand. Gradient C-D

* Instruments and Fluidics

Instrument Name Model |

Pump LPG-3400RS

UV Detector DAD-3000RS

Chromeleon Datasystem V, 7.2.8 Build 11323

Capillary (L:15 m; 1D:0,18 mm)
Water (HPLC-Grade)
Water + 0.1% Acetone

« Additional Information
Customer: Laboratorio Roxfarma
Operator: Ing. Bl Cardenas
Resctivos para Analisis SAC
Execution Date: 2020-Jul-01
Next Quakification: 2021-Ene,
« Limits and Test Results
1 Gemie | Aheammnd maw ©N | Dacids ad all Conee
R . z
Gradient Precision <= 0.500 % | 0.093 % Test passed
» Signatures
_Signature Date
Submitter / Operator: C 2z /‘
odoine @I == . ;: <s
@ 0
Approver (e-sig. only):

Chromeleon (c) 2018 Thermo Fisher Scientific Inc.
Version 7.2.9 Build 11323 (300176)

PQ_OQ_Report_9_3/PUMP_GRADIENT_REPRO
Printed: 2020-Jul-01 12:47



EL ORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION

LABORATORIO DE CALIBRACION ACREDITADO POR Q INACAL
—
INACAL - DA CON REGISTRO N* LC -021

Acreditedo

Begistro NLC . 021

QSIPERU S.A
O O LABORATORIO DE CALIBRACION

Av. Repebica oo Panamd 2577 La Vieto s - Uima - Linea Gratuta: 0800 0843

omad st pe@a ndusty Wl bz
O O S I webs htp Awww gs incustnal biz

El contenido de este documento siio puede publicane o reprodudne de fama comgleta

CERTIFICADO DE CAUBRACION : BM0401 2020 os| EX-17449-2 |
Solicitante ! LABORATORIO FARMACEUTICO SAN JOAQUIN - ROXFARMA S A,
Direccion ¢ Av. Alfredo Mendiola 5648 - Los Olivos

OBJETO DE CALIBRACION : BALANZA

Marca : METTLER TOLEDO

Modelo : XPR206DR

Serie : B92789463

Procedenca : SURZA

Kentificacion : CCBA-009

Capacidad Maxima : 81gl/220¢g

Divisidn de escala (d) : 0,000005g/0,00001¢g

Dwvisidn de verficacion (e ) : 0001g

Tigo : ELECTRONICA

Ubicacién : SALADE BALANZAS

FECHA DE CALIBRACION : 202007-23

METODO DE CALIBRACION
Comparaciin directa con pesas patones de acuerdo al Pocedimiento de Calbracdén de Balarzas de
Funcionamiento no Automético Clase | y Clase Il PC - 011 del SNM-INDECOP!, Cuarta Edicdn abril 2010

LUGAR DE CALIBRACION :  SALA DE BALANZAS
Av. Aifredo Mendiola 5648 - Los Olivos
CONDICIONES AMBIENTALES
Inicial Final
Temperatura 254°C 25,5°C
Humedad Relativa 603 % 60,7 %
INCERTIDUMBRE

La incertdumbre reportada en el presente cedificado es la incertdumbre expandida de medicion que resulta de
multplicar la incetidumbre estandar por el factor de coberura k=2, La estimacidn de la incertidumbme se reaizé
segun el Procedimiento de Calibracdn de Balarzas de Funcionamiento no Automdsco Clase |y Clase Il. PC -
011 del SNMINDECOP!, Cuarta Edcion abril 2010, Generaimente, el vaor de la magnitud estd denvo del
intervado de los valores determinados con la incertdumibre expandida oon una probabiidad de
aproximadamente 95 %

Fecha do Emision Coordinador
2020-07-27 Carlos Mateo Villanueva
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Certificado de Calibracién

LTC20-0067

MULTI SERVICE GROUP E.I.R.L.

DOG-42/ E4.00 Sep 2019
Pag1da5

CRDEN DE TRABAJO

IDENTIRCACION

VENTILACON

POSICION SELECTOR VENTLACION
INDICADOR

ALCANCE / Ow. Min. INDICADOR
SELECTOR

ALCANCE / Div. Min. SELECTOR
UBICACION

: OT200125

: LABORATORIO FARMACEUTICO SAN JOAQUIN -
ROXFARMA SA

: AV. ALFREDO MENDIOLA 5648 URB. INDUSTRIAL
INFANTAS - LOS OUVOS

: SALA DE MATERIALES PARA ANALISIS Y SUMINISTROS

REFRIGERADORA
: MIYAGUI

: C6S100

: NO INDICA

: NO INDICA

: DIGITAL

: (2= 15FC / 01 <

: DIGITAL

: (28 15)C / 01 °C

: SALA DE MATERIALES PARA ANALISIS Y SUMINISTROS
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resdadon del presents certficed.

TEMPERATURA DE TRABAJD 5°C 3 ac
FECHA DE CAUBRACION : 20200422
FECHA DE EMEION 1 20200426
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MULTI SERVICE GROUP EILRL

!
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Anexo A4:

Cromatogramas — Aptitud del Sistema

Figura 11: Cromatograma de Ambroxol + Clenbuterol en aptitud del sistema

del estandar 1.

[ = :mrruns_is_'remurcm STD1 AMBHOROL + CLEMBUTEROL MT1_Repl B LW WIS _1 WWL210 nm
I g
k4
¢
200 §
=
gi!ﬂ |— — — H |
= 1
2 | : (1
. S |
B0 o <
| x |
ol 1
1 x
04 £ - i | —
} 2 | | -
il l ;__‘. I'.
] fn X i Ei
- . :
-10 S = - = " = — = =
0o 50 10.0 150 200 250 300 360 400 45.0 500 B5.0
Jime rert)_
Resultados de kntegr 1 E
Mo.  |Peak Narme Retention Time: Area Henght Relative Area Redatve Hesght Arrosant.
M AL i mal e} L
1 CLENBUTEROL HCL. 22142 24115373 5425 2.00 3.50 0.0002
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Figura 12: Cromatograma de Ambroxol + Clenbuterol en aptitud del sistema
del Estandar 2
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Anexo A5:

Cromatogramas — Especificidad por identificacion
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Figura 13: Especificidad por identificacion de la fase movil
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Figura 14: Especificidad por identificacién del analito Ambroxol
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Figura 15: Especificidad por identificacién del analito Clenbuterol

110



- e - - - -

11

01 -

SRR AT

Figura 16: Especificidad por identificacion del Estandar mixto
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5 | SABOM ORAWACKLLA ACO 2 LU 42005070 4N 5363 10089 1.1
0 |SABOR GRAWADLLA MCO 2 a2 2200300 1248 4048 112M 1647
T |SABOR GRANADRLA MCO ¢ LU 08404814 4000 157 1285 12213
] SABOR GRANADLLA AC0 § 40 T3.6540483 208519 205 10801 104%
9 |MEILAARAREND P00 § 952 1841 8040402 000,03 7.831 450 15608
DA | BASOR GRANADLLA 00 ¢ na na. s, na na na
10 QRANANLLA Mo 1 11718 .27 054 nns 12 1,028
1 DESOONOND0 | 21845 05880712 0508 163 10156 0957
12 | cLemiuTEnoL woL paliid 23452458 430 018 2% 11784
NA. | WETXPARAREND ACO 2 na, na na. na na. na
19 | WPUREZA DESCONOCR0 )} 31,702 95079008 10478 4547 5 0.8224
14 | MOMLIARASENO 00 nm 1.1186797 100 o nm 12
15 | WPURKZA DESCONOCRO § 839 0761479 1.106 1,763 wmn 11914
16 |Amawoxol My 0.6% 1182387390 1104 na 141% 14989

Totak 2619644497 011484 N 21201200 »a

Figura 17: Especificidad por identificacion del producto terminado
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Figura 18: Especificidad por identificacion del Placebo
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ANEXO B:

MATRIZ DE CONSISTENCIA

Titulo:

VALIDACION DE LA TECNICA ANALITICA PARA LA IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION POR

CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION DE AMBROXOL CLORHIDRATO 7,5mg + CLENBUTEROL
CLORHIDRATO 0,005mg/5mL EN JARABE.

FORMULACION DEL PROBLEMA

OBJETIVOS

HIPOTESIS

Problema General

Objetivo General

Hipdétesis General

¢La técnica analitica para la | Validar la técnica analitica para | La validacion de la técnica analitica
identificacion y cuantificacion por | identificacion y cuantificacion por | para la identificacion y cuantificacién
cromatografia liquida de alta | cromatografia liquida de alta | por cromatografia liquida de alta
resolucion de ambroxol clorhidrato | resolucion de ambroxol clorhidrato | resolucion de ambroxol clorhidrato
7,5mg + clenbuterol clorhidrato | 7,5mg + clenbuterol clorhidrato | 7,5mg + clenbuterol clorhidrato
0,005mg/5mL jarabe que se propone | 0,005mg/5mL en jarabe. 0,005mg/5ml en jarabe cumplen con los
cumplird con las especificaciones parametros establecidos.

establecidas para la validacién?

Problemas Especificos Objetivos Especificos Hipétesis Especificas

.Se lograra desarrollar los | Determinar los parametros de | EI proceso validacion de la técnica
parametros de validacion de la | validacion de la técnica analitica para | analitica  para  identificacion y
técnica analitica por cromatografia | identificacion y cuantificacion por | cuantificacion por cromatografia liquida
liquida de alta resolucién de ambroxol | cromatografia liquida de alta | de alta resolucion de ambroxol
clorhidrato 7,5mg + clenbuterol | resolucion de ambroxol clorhidrato | clorhidrato 7,5mg +  clenbuterol
clorhidrato 0,005mg/5mL en jarabe | 7,5mg + clenbuterol clorhidrato | clorhidrato 0,005mg/5mL en jarabe,

segun establece la USP vigente con
referencia a exactitud, precision,
especificidad, limite de deteccion y
cuantificacion, linealidad, robustez y
rango?

0,005mg/5mL en jarabe.

cumplen con las exigencias en todos los
pardmetros de validacion: Exactitud,
precision, especificidad, limite de
deteccion y cuantificacion, linealidad,
robustez y rango.

¢, Se podra comprobar que la técnica
analitica para la identificacion y
cuantificacion  por  cromatografia
liquida de alta resolucién de ambroxol
clorhidrato 7,5mg + clenbuterol
clorhidrato 0,005mg/5mL en jarabe,
es aplicable en los equipos vy
productos de laboratorios
farmacéuticos S.J. Roxfarma?

Comprobar si la técnica analitica de
referencia para la identificacion y
cuantificacion  por  cromatografia
liquida de alta resolucién de ambroxol
clorhidrato 7,5mg + clenbuterol
clorhidrato 0,005mg/5mL en jarabe,
es aplicable en los equipos vy
productos de laboratorios
farmacéuticos S.J. Roxfarma.

La técnica analitca para la
identificacion 'y cuantificacion  por
cromatografia liquida de alta resolucién
de ambroxol clorhidrato 7,5mg +
clenbuterol clorhidrato 0,005mg/5mL en
jarabe, es aplicable en los equipos y
productos de laboratorio farmacéuticos
S.J. Roxfarma.

JSeran confiables los resultados de
la validaciéon de la técnica analitica
para la identificacion y cuantificacion
por cromatografia liquida de alta
resoluciéon de ambroxol clorhidrato
7,5mg + clenbuterol clorhidrato
0,005mg/5mL en jarabe?

Documentar que los resultados de las
pruebas obtenidas en la técnica
analitica son confiables y cumplen
con los criterios de aceptacion para la
validacion por cromatografia liquida
de alta resolucion de ambroxol
clorhidrato 7,5mg + clenbuterol
clorhidrato 0,005mg/5mL en jarabe.

Los resultados de las pruebas
obtenidas en la técnica analitica son
confiables y cumplen con los criterios de
aceptacion para la validacion por
cromatografia liquida de alta resolucién
de ambroxol clorhidrato 7,5mg +
clenbuterol clorhidrato 0,005mg/5mL en
jarabe.

Metodologia:

ENFOQUE: Cuantitativo, prospectivo y longitudinal.

DISENO:  Experimental

POBLACION: Lote industrial de 1200L de ambroxol clorhidrato 7,5mg + clenbuterol clorhidrato 0,005mg/5mL en jarabe
comercializados por laboratorios S.J. Roxfarma.

MUESTRA:
TECNICA: - HPLC.

10 frascos de 120mL de ambroxol + clenbuterol jarabe, que es el 0.1% de la poblacién.

INSTRUMENTO: Hojas de trabajo o ficha de registro, Excel, Formato minitab 18.
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ANEXO C: OPERACIONALIZACION DE VARIABLES
Operacionalizaciéon de variable independiente
VARIABLE DEFINICION DEFINICION DIMENSIONES | INDICADOR VALOR
CONCEPTUAL | OPERACIONAL FINAL DE
1 DE LA DE LA LA
VARIABLE VARIABLE VARIABLE
Identificacion y | Laidentificaciény | Laidentificaciény | Técnica Criterios  de | v Cumple
cuantificacion  de | cuantificacién de | cuantificacion de | analitica aceptacion
ambroxol un principio | ambroxol + segun USP
clorhidrato 7,5mg + | activo son | clenbuterol  en vigente. v No
y clenbuterol | procedimientos jarabe se realiza cumple
clorhidrato que requieren de | aplicando la

0,005mg/mL en
jarabe.

analisis
necesarios para
obtencion
resultado optimo,
haciendo uso de
la cromatografia
liqguida de alta
resolucion
(HPLC).

técnica analitica
mediante el uso

del HPLC, que
nos permite tener
resultados

exactos y fiables.
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Operacionalizacion de variable dependiente

VARIABLE 2 DEFINICION DEFINICION DIMENSIONES INDICADOR | VALOR
CONCEPTUAL DE | OPERACIONAL FINAL DE
LA VARIABLE DE LA LA VA
VARIABLE RIABLE
Validacion de | Validacion de | La validacion de | Parametros de | Criterios de v Conforme
la técnica | Métodos analiticos | la técnica | desempenio: aceptacion
analitica por | es el proceso por el | analitica por segun USP
HPLC cual queda | HPLC es un |- Aptitud del vigente.
establecido por | procedimiento sistema:
estudios documentado v No
experimentales y/o | mediante conforme
de laboratorio, que | pruebas en el |- Especificidad:
la capacidad del | laboratorio, = E. Por
metodo y | basado identificacion.
caracteristicas  de | confirmacién de | = E. Por
desempefio cumple | los  resultados degradacion.

con los requisitos
para la aplicacion
analitica deseada.!

Los parametros
requeridos para la
validacion son:
Exactitud
Precisién
Linealidad
Especificidad
Limite
cuantificaciéon
Limite
deteccion.
Robustez
Rango

AN NN NN

de

<

de

AN

que se esperan
cumpliendo con
los criterios de
aceptacion  de
los parametros
de desempefio.'®

Linealidad:
= | .del sistema
= L. del método

- Exactitud

- Precision:

= Repetibilidad.

= P.Intermedia
diferente
analista

= P.Intermedia
diferente
equipo.

Limite de
identificacion y
cuantificaciéon

Rango
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ANEXO D: Carta de aprobacién para la ejecucion del proyecto de tesis.

UNIVERSIDAD MARIA AUXILIADORA

“Afo del Forfalecimiento de la Soberania Nocional”

San Juaon de Lurigancho 28 de abil ded 2022
CARTA N°T#-2023/ EFFYE-LUMA

Sres.

Laboratorio Farmacéutico San Joaquin — Roxfarma 5.A.
Lima

Presenle. -

= mi espacial considerocian:

Ez grato dirigrme a uvsfed para soludaic en nombre propio y de lo Universidod
Mara Auxliodoro, o guien representa en mi coiidad de Direcfor de ko Escusta de
Farmacia y Baoguimica.
Sirvo lo presente poro pedir su autorzacion o gue los bachilleres: VIDAL SAMCHEL, Earen
Priscila, DM 42340595 v CAMOMNES VARGAS, Aor Anao. DM 47555129 pusdan recopilar
dotos porg su proyecto de tesis fitulodo: “VALIDACION DE LA TECNICA ANALITICA PARA LA
IDENTIFICACION ¥ CUANTIFICACION POR CROMATOGRAFIA LIQWDA DE ALTA RESOLUCION
DE AMBROXOL CLORHIDRATO 7,5+0LENBUTEROL CLORHIDRATO 0,005mg//SmL EN JWARABE".
Sin ofro particular, hago propicio ko ocosidn para expresare los senfimientos de e mas
alfa consideracion v estima.

Atentamenta,

Ao, Lt Bl 458, San Juas de Lurssanide
Tels: S 1211
i Lo i edhi . pu

117



ANEXO E: Fotografias del trabajo de campo

Figura 19: Tesistas preparando las soluciones de trabajo para el
desarrollo de la validacion de la técnica analitica.
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Figura 20: Tesista analizando las muestras antes de introducir al cromatégrafo
liquido de alta resolucion.

Figura 21: Tesistas evaluando los resultados generados por el cromatografo.



