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RESUMEN

Objetivo: Verificar el método analitico para la cuantificacién del antitusigeno
dextrometorfano bromhidrato 15mg/5ml jarabe por cromatografia liquida de alta

precision.

Metodologia: La muestra seleccionada correspondié a un muestro censal,
representado por el dextrometorfano bromhidrato 15mg/5ml jarabe. El disefio
de la investigacion fue experimental, con un enfoque cuantitativo. Para la
recoleccion de la informacion, se utilizaron fichas de observacion, en las cual se
registraron los datos requeridos para el analisis. El procesamiento de la
informacion estuvo a cargo de los distintos ensayos efectuados a los parametros

de adecuabilidad, linealidad, especificidad, precision y robustez.

Resultados: Se evidencia que en los resultados asociados al parametro
adecuabilidad, el coeficiente de variacion del area alcanzo un valor menor al
2%, verificandose la adecuacion del método analitico. En cuanto a la
especificidad, precision y robustez del método todos los parametros obtuvieron
valores menores a los especificados. Por su parte, el método resulto ser lineal
al obtenerse una ecuacion de la recta y = 4137,89x — 14,50 que cumple con el

modelo y = bx + a, y el resto de las pruebas estadisticas.

Conclusion: La verificacion del método analitico para la cuantificacion del
antitusigeno dextrometorfano bromhidrato 15mg/5ml jarabe por cromatografia
liquida de alta precision, cumple con las exigencias en los parametros referidos
a la linealidad, precision, robustez, adecuabilidad y especificidad al seguir el

protocolo de verificacion establecido.

Palabras Clave: Verificacion del método analitico, linealidad, adecuabilidad,

especificidad, precision, robustez.



ABSTRACT

Objective: To verify the analytical method for the quantification of the antitussive
dextromethorphan hydrobromide 15mg / 5ml syrup by high precision liquid
chromatography

Methodology: The selected sample corresponded to a census sample,
represented by dextromethorphan hydrobromide 15mg / 5ml syrup. The
research design was experimental, with a quantitative approach. To collect the
information, observation files were used, in which the data required for the
analysis were recorded. The information processing was in charge of the
different tests carried out on the parameters of suitability, linearity, specificity,

precision and robustness.

Results: Itis evident that in the results associated with the suitability parameter,
the coefficient of variation of the area reached a value lowers than 2%, verifying
the adequacy of the analytical method. Regarding the specificity, precision and
robustness of the method, all the parameters obtained values lower than those
specified. For its part, the method turned out to be linear by obtaining an equation
of the line y = 4137.89x - 14.50 that complies with the model y = bx + a, and the

rest of the statistical tests.

Conclusion: The verification of the analytical method for the quantification of
the antitussive dextromethorphan hydrobromide 15mg / 5ml syrup by high
precision liquid chromatography, meets the requirements in the parameters
related to linearity, precision, robustness, adequacy and specificity when

following the verification protocol settled down.

Keywords: Verification of the analytical method, linearity, suitability, specificity,

precision, robustness.
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INTRODUCCION

La verificacion tiene gran importancia a nivel mundial, debido a que es un
componente esencial para que un laboratorio pueda asegurar el rendimiento
aceptable de los métodos analiticos, proporcionando la demostracién cientifica
de que un método es adecuado para su aplicacion especifica. En este sentido,
la verificacion hace referencia al conjunto de acciones que demuestran, de
manera formal, que un sistema realiza lo que debe ejecutar, de manera
continuada y ajustada al objetivo de andlisis; en otras palabras, al validar un
método se demuestra, formalmente, que posee un determinado grado de

parametros analiticos basicos requeridos.

Dicho proceso, ademas, favorece de gran manera a la industria farmaceutica
gue, constantemente, debe producir farmacos de calidad y que, a su vez
cuenten con una garantia absoluta de seguridad, tomando en cuenta que
cualquier producto que tenga la finalidad de curar alguna patologia o mejorar la
calidad de vida del ser humano, no debe presentar ni un minimo margen de
error. Lo planteado ha motivado en los ultimos afios a que tenga gran auge la
inclusion de la Garantia de Calidad, que son medidas que deben adoptarse para
asegurar que los productos farmacéuticos tengan la calidad que se requiere
para su utilizacion, siendo de gran relevancia en este sentido, las normas
denominadas Buenas Practicas de Manufactura (BPM), que establecen
caracteres minimos que deben cumplir los laboratorios para el cumplimiento de
los requerimientos de calidad y para salvaguardar la salud de las personas, que

ameritan el empleo de dichos farmacos.@®

Es por ello que, los laboratorios farmacéuticos, a través de datos confiables
obtenidos de analisis realizados a sus diferentes productos, pueden tomar
decisiones y asegurar la calidad de los mismos, mediante los criterios
establecidos en la BPM, que comprende la adecuabilidad, especificidad,
linealidad, precision y robustez, entre otros. Es asi, como el area de control de
calidad tiene la misién de validar o verificar segun sea el caso, la técnica
analitica para comprobar si el método es preciso para el activo que se desea

analizar. ®



Cabe destacar, que a nivel mundial uno de los métodos mas empleados es la
cuantificacion de activos, por Cromatografia Liquida de Alta Precision (HPLC),
gue permite la separacion de los componentes de una mezcla compleja para su
posterior identificacion y determinacion, es asi como los compuestos de una
mezcla son separados al pasar mediante una fase estacionaria liquida o solida,

transportados por una fase mavil (liquida) siendo ambas fases inmiscibles.®

La HPLC es unatécnica de separacion utilizada ampliamente, tanto en el mundo
como en Perd, debido a sus grandes ventajas como tiempos cortos de andlisis,
la posibilidad de separacion de sustancias de mezclas complejas con alta
precision, analisis con gran exactitud y facilidad con margenes de error menores
al 1%, entre otras. Por esta razon, algunas farmacopeas usan la HPLC para
cuantificar sustancias activas; no obstante, en el mercado de la industria
farmacéutica actualmente hay varios farmacos con una demanda
considerablemente alta, cuyos métodos de analisis no se encuentran en
farmacopeas oficiales. Esto ha causado que se realicen nuevas técnicas de
analisis en el laboratorio, ameritando su respectiva validacion secundaria o
verificacion, que se efectia cuando un laboratorio procede a implementar un
método desarrollado en otra parte, centrandose en la reunién de evidencias
acerca de que el laboratorio esta capacitado para cumplir las especificaciones

establecidas en la validacion primaria.® )

Es el caso del antitusigeno, denominado dextrometorfano bromhidrato
15mg/5ml jarabe, cuyo mecanismo de accion se basa en la depresion del centro
medular de la tos al disminuir la produccion de taquicininas, ademas presenta
un efecto ligero sedante, y cabe destacar que no posee accidn analgésica ni
narcética ®. Es importante resaltar, que es de amplia adquisicion por la
poblacién en general, de alli la importancia de la verificacion del método
analitico para la cuantificacion de dicho farmaco, a lo cual se aboca la presente
investigacion, que considera como pregunta general ¢De qué manera se puede
verificar el método analitico para la cuantificacion del antitusigeno
dextrometorfano bromhidrato 15mg/5ml jarabe por cromatografia liquida de alta
precisién? Siendo los problemas especificos los siguientes: 1- ) ¢El método

analitico para la cuantificacion del antitusigeno dextrometorfano bromhidrato



15mg/5ml jarabe por cromatografia liquida de alta precision posee
adecuabilidad? 2-) ¢ El método analitico para la cuantificacion del antitusigeno
dextrometorfano bromhidrato 15mg/5ml jarabe por cromatografia liquida de alta
precision es preciso? 3- ) ¢El método analitico para la cuantificacion del
antitusigeno dextrometorfano bromhidrato 15mg/5ml jarabe por cromatografia
liguida de alta precision posee linealidad? 4- ) ¢El método analitico para la
cuantificacion del antitusigeno dextrometorfano bromhidrato 15mg/5ml jarabe
por cromatografia liquida de alta precision posee especificidad? 5-) ¢ El método
analitico para la cuantificacion del antitusigeno dextrometorfano bromhidrato

15mg/5ml jarabe por cromatografia liquida de alta precision posee robustez?

Tomando en cuenta lo presentado, cabe destacar que en la industria
farmacéutica, se emplean diversidad de métodos para cuantificar activos en
etapa de producto terminado, siendo como se menciono el método HPLC uno
de los mas utilizados, destacando que mediante ella es posible aplicar varios
métodos analiticos, los cuales se precisan como la adaptacion de una técnica
analitica para un proposito especifico de cuantificacion. Dichos métodos se
deben validar y verificar. La validacion se considera como la certeza
documentada que un procedimiento, proceso, equipo, método, o sistema
producira consistentemente resultados dentro de las especificaciones

establecidas previamente. ® ()

Por su parte la verificacion, es el conjunto de acciones como ensayos, pruebas
y demostraciones que demuestran de manera formal que un sistema realiza lo
gue debe ejecutar, de forma continuada y ajustada al propdsito de analisis, en
otras palabras, al validar un método se demuestra formalmente que posee un
determinado grado de parametros analiticos basicos requeridos. La verificacion
del método analitico se aplica cuando el laboratorio amerita la comprobacion de
gue domina el ensayo y lo emplea de manera correcta, aplicandolo a métodos
normalizados, lo que implica la realizacion de un trabajo experimental que

garantice que el método funciona de forma correcta en el laboratorio. Y

Es importante destacar que, para la verificacion se usan diferentes criterios
establecidos en la BPM, como la adecuabilidad, especificidad, linealidad,

precision y robustez. En el caso de la adecuabilidad, es la capacidad de
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adaptacion o adecuacion que posee el sistema, por lo que se evalua el grado
gue resulta adecuado para el andlisis. Por su parte la especificidad, es la
capacidad de poder evaluar de manera inequivoca al analito en presencia de
componentes cuya presencia cabria esperar, como productos de degradacion,
impurezas, y componentes de la matriz. Sobre la linealidad, es su capacidad
para conseguir resultados de prueba proporcionales a la concentracion del
analito en muestras en un intervalo dado. La precision, es el grado de
coincidencia entre los resultados de las muestras particulares de una muestra
homogénea. Por ultimo, la robustez es una medida de la capacidad del método
analitico, que comprueba que no resulta afectado por pequefas variaciones en

los parametros del método.®

De acuerdo con la situacién problematica y marco teérico referencial se dispone
de los siguientes antecedentes internacionales del estudio a desarrollarse,
Noronha et al. (2015) realizaron un estudio con el proposito de validar un método
HPLC para la cuantificacion de OXPt. Los resultados indicaron que el método
fue lineal durante el estudio con un intervalo de concentracion OXPt (0,5-
15,0ug/ml) con precision y exactitud aceptables. El limite de deteccion (LOD) y
el limite de cuantificacion (LOQ) fueron 0.099ug/ml y 0,331ug/ml,

respectivamente.9

Yugatama, Rohmani y Dewangga (2017) desarrollaron un trabajo de
investigacion basado en validar el método analitico simple de la tableta de
atorvastatina por HPLC. Los resultados arrojaron que el método desarrollado
tenia una buena validacién que incluia selectividad, linealidad, exactitud,
precision, LOD y LOQ para el andlisis del contenido de la tableta de
atorvastatina. EILOD y el LOQ fueron de 0,2y 0,7ng/mL, y el rango de linealidad
fue de 20 a 120ng/mL.1Y

Thangabalan, Kahsay y Eticha (2018) realizaron un estudio sobre la validacion
de un método por HPLC en la determinacion del cinitapride en el plasma
humano, obtuvieron como resultados que el rango de linealidad del método fue
de 1 a 35ng/mL mientras que la recuperacion de la extraccidon de cinitapride en
plasma humano fue de mas del 86%. El coeficiente porcentual de variaciéon de

la precision tanto intradia como interdiaria fue de <7,1%.(2



Desde el ambito nacional, se encuentran los siguientes antecedentes: Lovaton
y Carvajal (2019) realizaron una investigacién con el fin de validar un método
analitico para la cuantificacion de amoxicilina trihidrato 250mg/5mL, polvo para
suspensiéon oral por cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC). Los
resultados demostraron la especificidad del método analitico, no se observé
interferencia de los excipientes; es lineal correlacion r=0,995, es preciso ya que
se obtiene una RSD de 0,314%. (13

Choque (2018) desarrollé un estudio con el fin de validar una Técnica Analitica
por HPLC, para la Cuantificacion de Clorhidrato de Clorhexidina + Benzocaina
+ Enoxolona en Comprimidos Orales. Los resultados evidenciaron que la
linealidad se obtuvo un coeficiente de correlacion r Benzocaina = 0.99937, r
Clorhexidina HCI = 0.99935 y r Enoxolona = 0.99904. La precision Benzocaina
= 0.40%, C.V. Clorhexidina HCI = 1.25% y un C.V. Enoxolona = 0.85%. La
exactitud Benzocaina = 99.41%, Clorhexidina HCI = 100.42% y Enoxolona =
99.30%. (14

Guarniz (2016) llevo a cabo un estudio para validar el método analitico por
HPLC para la cuantificacion de Ambroxol clorhidrato en polvo para suspension
oral. Los resultados indicaron que para repetibilidad, se obtuvo un DSR de
1,155%, en la precision dio un p- valor de 0,201, la linealidad del sistema
presenté coeficiente de correlacion de 1,0000. En el parametro de robustez se

obtuvo un p- valor de 0,193. (19

En cuanto a la justificacién teorica, hay que destacar que el desarrollo del
presente estudio requiere una indagacion profunda sobre el material
bibliografico afin, en especial de estudios similares realizados en el area
farmacéutica, con lo cual se pondra de manifiesto una bisqueda exhaustiva de
informacion, que ya inicié, con el objeto de mostrar informacion actualizada y
verificada, que permita dar un mayor alcance y comprender en forma suficiente
el objeto de estudio, en este caso la verificacién del método analitico por HPLC,
especificamente para el antitusigeno dextrometorfano bromhidrato 15mg/5mi
jarabe. Pues es fundamental en toda investigacién, abordar los aspectos que

contienen las variables de investigacion, al tiempo que esta investigacion, las



fuentes consultadas, los resultados, la teoria contrastada, servird de apoyo a

otros investigadores.

En cuanto a la justificacion practica, esta investigacion es importante porque
permitird verificar el método analitico para la cuantificacion del antitusigeno
dextrometorfano bromhidrato 15mg/5ml jarabe por cromatografia liquida de alta
precision contribuyendo a demostrar de manera formal, que el método analitico
ejecutado por el laboratorio posee un determinado grado de parametros
analiticos basicos requeridos, por lo que el farmaco puede ser distribuido y
utilizado por el consumidor sin ningun tipo de riesgo. Por lo tanto, el aporte que
se generara con el presente estudio permite afirmar que el estudio es necesario

y justifica su elaboracion.

Metodolégicamente se puede afirmar que tanto el instrumento disefiado por los
investigadores, como la forma de abordar la problemética de estudio, seran un
aporte para el desarrollo de futuras investigaciones sobre el tema o temas
similares, donde los resultados y la forma de realizar el presente estudio, seran
un punto de referencia a ser considerado. Al mismo tiempo, la aplicacion de
normas de investigacion, representaran un modelo que podra ser usado como
guia en otras investigaciones, realizadas no solo en lainstitucion educativa, sino

también en otras que empleen la misma metodologia.

Es asi, como la investigacion se plantea como objetivo general: Verificar el
método analitico para la cuantificacion del antitusigeno dextrometorfano
bromhidrato 15mg/5ml jarabe por cromatografia liquida de alta precision. De alli
gue, los objetivos especificos son: 1- ) Comprobar la adecuabilidad del método
analitico para la cuantificacion del antitusigeno dextrometorfano bromhidrato
15mg/5ml jarabe por cromatografia liquida de alta precision. 2- ) Comprobar la
precision del método analitico para la cuantificacion del antitusigeno
dextrometorfano bromhidrato 15mg/5ml jarabe por cromatografia liquida de alta
precision. 3-) Comprobar la linealidad del método analitico para la cuantificacién
del antitusigeno dextrometorfano bromhidrato 15mg/5ml jarabe por
cromatografia liquida de alta precision. 4- ) Comprobar la especificidad del
método analitico para la cuantificacion del antitusigeno dextrometorfano

bromhidrato 15mg/5ml jarabe por cromatografia liquida de alta precision. 5-)
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Comprobar la robustez del método analitico para la cuantificacion del
antitusigeno dextrometorfano bromhidrato 15mg/5ml jarabe por cromatografia
liquida de alta precision.

Por otra parte, cabe destacar que la hipétesis general del estudio es: El método
analitico para la cuantificacion del antitusigeno dextrometorfano bromhidrato
15mg/5ml jarabe por cromatografia liquida de alta precisibn cumple con los
parametros a evaluar en la verificacidon, donde las hip6tesis especificas son las
siguientes: 1- ) El método analitico para la cuantificacion del antitusigeno
dextrometorfano bromhidrato 15mg/5ml jarabe por cromatografia liquida de alta
precision, cumple con los parametros de adecuabilidad. 2- ) El método analitico
para la cuantificacion del antitusigeno dextrometorfano bromhidrato 15mg/5ml
jarabe por cromatografia liquida de alta precision, cumple con los parametros
de precision. 3- ) El método analitico para la cuantificacion del antitusigeno
dextrometorfano bromhidrato 15mg/5ml jarabe por cromatografia liquida de alta
precision, cumple con los parametros de linealidad. 4- ) EI método analitico para
la cuantificacion del antitusigeno dextrometorfano bromhidrato 15mg/5ml jarabe
por cromatografia liquida de alta precision, cumple con los parametros de
especificidad. 5- ) El método analitico para la cuantificacion del antitusigeno
dextrometorfano bromhidrato 15mg/5ml jarabe por cromatografia liquida de alta

precision, cumple con los parametros de robustez.



Il. MATERIALES Y METODOS

2.1. Enfoquey disefio de la investigacion.

El enfoque de la investigacion es cuantitativo visto que se recopilaron datos para
la comprobacion de las hipétesis planteadas; empleando para ello, el analisis
estadistico con el propésito de probar teorias. (6)

En referencia al disefio de investigacion, es experimental, definido como una
técnica estadistica que permite la identificacion y cuantificacion de las causas
de un efecto dentro de un estudio experimental. Considera ademas la
manipulacion deliberada de una o mas variables, para medir el efecto que tienen

en otra variable de interés. @7

2.2. Poblacién, muestray muestreo.

Siendo la poblacion el conjunto de casos que disponen de especificaciones o
caracteristicas similares en cuanto a contenido, lugar y tiempo ), la poblacién
de estudio estuvo conformada por el antitusigeno dextrometorfano bromhidrato

15mg/5mL jarabe.

En el caso de la muestra, definida como un subconjunto de la poblacion que
dispone de una representatividad de las caracteristicas de la poblacién, lo cual
permitié realizar inferencia a partir de ella*®, la muestra seleccionada para la
investigacion por muestro censal es de dextrometorfano bromhidrato 15mg/5mL

jarabe.

2.3. Variables de investigacion.

Verificacion del método analitico para la cuantificaciéon del antitusigeno
dextrometorfano bromhidrato 15mg/smL jarabe por cromatografia liquida

de alta precision:

La verificacion de un método analitico se centra en la reunion de evidencias
acerca de que el laboratorio esta capacitado para cumplir las especificaciones

establecidas en la validacion primaria, en este caso del método analitico para la



cuantificacion del antitusigeno dextrometorfano bromhidrato 15mg/5mL jarabe
por cromatografia liquida de alta precision. Para lo cual toma en cuenta los
siguientes parametros: adecuabilidad, especificidad, linealidad, precision y

robustez.
2.4. Técnicaeinstrumentos de recolecciéon de datos

En cuanto al instrumento seleccionado, se utilizo la ficha de recoleccion de datos
(descrita en el Anexo 2) o fichas de observacion, en la cual se registraron los
datos que aportan los procedimientos a realizar. *8 La misma se someti6 a
validacion por medio del juicio de expertos.

2.5. Plan de recoleccion de datos.

A continuacion, se presenta el plan de recoleccion de los datos:

2.5.1. Equipos, materiales y reactivos.

Equipos.

= Balanza Analitica.

= Cromatégrafo liquido de alta precision (HPLC)
= Ultrasonido

= Bafio Maria

= Potencidbmetro

= Agitador magnético

Materiales.

= Matraz volumétrico de 25mL.

= Matraz volumétrico de 50mL.

= Matraz volumétrico de 100mL.

= Pipeta volumétrica de 5,0mL.

= Pipeta volumétrica de 1,0mL.

=  Picnémetro.

= Membrana filtrante de 0,45um PVDF.

Reactivos.

= Docusato de Sodio

= Nitrato de Amonio

= Acetonitrilo

» Acido clorhidrico

= Pero6xido de hidrogeno
= Hidréxido de sodio

» Acido Acético Glacial



Otros.

» Estandar de Referencia: Dextrometorfano bromhidrato.

= Placebo de Dextrometorfano bromhidrato 15mg/5mL Jarabe (Férmula 1 y
Formula 2)

= Dextrometorfano bromhidrato 15mg/5mL Jarabe

2.5.2. Descripciéon del método

Condiciones de trabajo:
Condiciones normales de trabajo establecidas para Control de Calidad
(Temperatura < 25°C y Humedad Relativa < 80%).

Procedimiento analitico:
Proceder segun las técnicas analiticas para la férmula de Dextrometorfano
bromhidrato 15mg/5mL Jarabe.

Contenido:

Dextrometorfano Bromhidrato.

2.5.3. Método: Cromatoqgrafia liguida de alta precisién (HPLC)

a. Sistema Cromatografico:

Longitud de onda : 280nm.

Columna : 4,6mm x 25cm; relleno L1 de 5um o equivalente
Velocidad de flujo : 1,0mL/min

Volumen de inyeccion 20uL

Temperatura : 30°C

b. Preparacion de las Soluciones de Trabajo

Fase Movil:

Docusato de Sodio 0,007M y Nitrato de Amonio 0,007M en Acetonitrilo HPLC y
Agua Purificada (70:30), filtrado y desgasificado.

En un recipiente adecuado para 1L, disolver 3,1g de Sodio Docusato en 800mL
de una mezcla de Acetonitrilo HPLC y Agua Purificada (70:30) y agitar hasta
disolucion total. Luego agregar 561mg de Amonio Nitrato, agitar hasta disolucién
total y llevar a volumen de 1L con la Mezcla de Acetonitriio HPLC y Agua
Purificada (70:30).

Ajustar la solucién anterior a un pH=3,4 + 0,05 con Acido Acético Glacial y
mezclar.

Medir en probetas separadas los volumenes indicados y mezclar en un recipiente
adecuado. Filtrar por filtro de membrana PVDF de 0,45um de tamafio de poro o
equivalente y llevar al Bafio de Ultrasonido durante 5 minutos.
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Solucién Estandar:

En un matraz volumétrico de 25mL, pesar exactamente alrededor de 25mg de
Dextrometorfano Bromhidrato Estandar de Referencia, agregar 15mL de Agua
Purificada y llevar a Bafio de Ultrasonido, con agitacion constante, hasta
disolucion total. Llevar a volumen con Agua Purificada y homogeneizar.
Transferir volumétricamente 5,0mL de la solucion anterior a un matraz
volumeétrico de 50mL, llevar a volumen con Fase Movil y homogeneizar.
(Concentracién aproximada de Dextrometorfano bromhidrato 0,1mg/mL).

Solucién Muestra:

En un matraz volumétrico de 100mL, pesar exactamente 3,5mL de Jarabe
(equivalente a 10mg de Dextrometorfano bromhidrato), agregar 70mL de Agua
Purificada y agitar magnéticamente durante 10 minutos. Luego llevar a volumen
con Agua Purificada y homogeneizar. (Concentracion aproximada de
Dextrometorfano bromhidrato 0,1mg/mL).

Filtrar las soluciones de trabajo a través de una membrana de filtro de 0,45um
de tamafio de poro o equivalente, descartando los primeros 5mL del filtrado.

c. Aptitud del Sistema
Muestra: Solucion Estandar.
Requisitos de aptitud
Factor de Cola o Asimetria: No mas de 2,5 para el pico de Dextrometorfano
Bromhidrato, en la Solucion Estandar de Referencia.
Desviacion Estandar Relativa: No mas de 2,0%, para las areas del pico de
Dextrometorfano Bromhidrato, en inyecciones sucesivas de la Solucion Estandar
de Referencia.

d. Calculos:

Dextrometorfano mg/SmL = Amp x Wst x 5 x Pot x 370,32 x 100 x Pe x 5

Bromhidrato Ast x 25 x 50 x 100 x 352,32 x Wmp

Doénde:

Amp : Area del pico de Dextrometorfano Bromhidrato en el
Cromatograma de la Solucién Muestra.

Ast : Area del pico de Dextrometorfano Bromhidrato en el
Cromatograma de la Solucion Estandar de Referencia.

Wst : Peso en miligramos del Estandar de Referencia.

Wmp : Peso en gramos de la Muestra

Pot : Potencia tal cual del Estandar de Referencia en porcentaje.

370,32 : Peso molecular de Dextrometorfano Bromhidrato Monohidrato

352,32 : Peso molecular de Dextrometorfano Bromhidrato

2.5.4. Parametros de verificacion a desarrollar y especificaciones:

Adecuabilidad, Especificidad, Linealidad de Sistema, Precisién y Robustez.
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2.5.4.1. Adecuabilidad

a) Preparacion de la Solucién Estandar de Referencia
Preparar la solucion estandar de referencia segun el procedimiento analitico.
Inyectar 5 veces la solucion estandar y calcular el coeficiente de variacién.

b) Especificacion:

En la solucién estandar:

CV < 2% Areas.

CV < 2% Tiempo de retencion.
Asimetria: No mas de 2,5
Platos Tedricos: Informativo

2.5.4.2. Especificidad

Es la capacidad de evaluar de manera inequivoca el analito en presencia de
aquellos componentes cuya presencia resulta previsible, como componentes de
la matriz.

a) Componentes de la matriz:
Se preparay se inyectan la Fase movil, diluyente (agua purificada) y los placebos
de Dextrometorfano bromhidrato 15mg/5mL Jarabe (Formula 1y 2).

Preparar las siguientes muestras:

Muestra 1: Fase Movil.
Preparar segun el procedimiento analitico. Realizar dos inyecciones.

Muestra 2: Agua (Diluyente)
Realizar dos inyecciones

Muestra 3. Placebo de Dextrometorfano bromhidrato 15mg/5mL Jarabe Férmula
1.

Preparar por duplicado. En un matraz volumétrico de 100mL, pesar exactamente
3,5mL de Placebo, agregar 70mL de Agua Purificada y agitar magnéticamente
durante 10 minutos. Luego llevar a volumen con Agua Purificada y homogeneizar.

Muestra 4: Placebo de Dextrometorfano bromhidrato 15mg/5mL Jarabe Férmula
2.

Preparar por duplicado. En un matraz volumétrico de 100mL, pesar exactamente
3,5mL de Placebo, agregar 70mL de Agua Purificada y agitar magnéticamente
durante 10 minutos. Luego llevar a volumen con Agua Purificada y homogeneizar.

Muestra 5: (Estandar de Referencia: Dextrometorfano bromhidrato).
Preparar por duplicado la solucion estdndar de referencia de acuerdo al
procedimiento analitico.
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Muestra 6: (Muestra Problema: Dextrometorfano bromhidrato 15mg/5mL
Jarabe).
Preparar por duplicado de acuerdo con el procedimiento analitico.

Filtrar las soluciones de trabajo a través de una membrana de filtro de 0,45um
de tamafio de poro o equivalente, descartando los primeros 5mL del filtrado.

b) Especificacion:

- Enlas muestras 1, 2, 3y 4, el porcentaje de interferencia no debe ser mayor
del 2,0%.

- Enla muestra 6, la resolucion del pico del principio activo con cualquier otro
pico debe ser mayor a 1.

c) Degradaciones:
Se prepara e inyectan soluciones degradadas de la muestra y del placebo.
Preparar las siguientes muestras:

Degradacion de muestra de dextrometorfano bromhidrato 15mag/5ml
larabe:

Muestra 7 (Degradacion Térmica de muestra de Dextrometorfano
bromhidrato 15mg/5mL Jarabe).

Preparar por duplicado. En un matraz volumétrico de 100mL, pesar
exactamente 3,5mL de Jarabe (equivalente a 10mg de Dextrometorfano
bromhidrato), llevar a bafio maria a 70°C por 60 minutos. Luego llevar a
temperatura ambiente y agregar 70mL de Agua Purificada y agitar
magnéticamente durante 10 minutos. Luego llevar a volumen con Agua
Purificada y homogeneizar.

Muestra 8 (Degradacion Acida de muestra de Dextrometorfano bromhidrato
15mg/smL Jarabe).

Preparar por duplicado. En un matraz volumétrico de 100mL, pesar exactamente
3,omL de Jarabe (equivalente a 10mg de Dextrometorfano bromhidrato),
adicionar 1mL de acido clorhidrico 2N, dejar en reposo por 5 minutos, neutralizar
con 1mL de Hidréxido de sodio 2N. Agregar 70mL de Agua Purificada y agitar
magnéticamente durante 10 minutos. Luego llevar a volumen con Agua
Purificada y homogeneizar.

Muestra 9 (Degradacion Alcalina de muestra de Dextrometorfano
bromhidrato 15mg/5mL Jarabe).

Preparar por duplicado. En un matraz volumétrico de 100mL, pesar exactamente
3,omL de Jarabe (equivalente a 10mg de Dextrometorfano bromhidrato),
adicionar 1mL de Hidréxido de sodio 2N, dejar en reposo por 5 minutos,
neutralizar con 1mL de &cido clorhidrico 2N. Agregar 70mL de Agua Purificada y
agitar magnéticamente durante 10 minutos. Luego llevar a volumen con Agua
Purificada y homogeneizar.
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Muestra 10 (Degradacion Oxidativa de muestra de Dextrometorfano
bromhidrato 15mg/5mL Jarabe).

Preparar por duplicado. En un matraz volumétrico de 100mL, pesar exactamente
3,5mL de Jarabe (equivalente a 10mg de Dextrometorfano bromhidrato),
adicionar 1mL de peroxido de hidrégeno 10Vol. Agregar 70mL de Agua
Purificada y agitar magnéticamente durante 10 minutos. Luego llevar a volumen
con Agua Purificada y homogeneizar.

Muestra 11 (Degradacion por Luz de muestra de Dextrometorfano
bromhidrato 15mg/5mL Jarabe).

Preparar por duplicado. En un matraz volumétrico de 100mL, pesar exactamente
3,omL de Jarabe (equivalente a 10mg de Dextrometorfano bromhidrato),
exponer a la luz natural por 3 horas. Luego llevar a temperatura ambiente y
agregar 70mL de Agua Purificada y agitar magnéticamente durante 10 minutos.
Luego llevar a volumen con Agua Purificada y homogeneizar.

Filtrar las soluciones de trabajo a través de una membrana de filtro de 0,45um
de tamafio de poro o equivalente, descartando los primeros 5mL del filtrado.

Degradacion de placebo de dextrometorfano bromhidrato 15mag/5ml jarabe

(Eérmula 1):

Muestra 12 (Degradacion Térmica del Placebo).

Preparar por duplicado. En un matraz volumétrico de 100mL, pesar
exactamente 3,5mL de Placebo, llevar a bafio maria a 70°C por 60 minutos.
Luego llevar a temperatura ambiente y agregar 70mL de Agua Purificada y
agitar magnéticamente durante 10 minutos. Luego llevar a volumen con Agua
Purificada y homogeneizar.

Muestra 13 (Degradacion Acida del Placebo).

Preparar por duplicado. En un matraz volumétrico de 100mL, pesar exactamente
3,5mL de Placebo, adicionar 1mL de acido clorhidrico 2N, dejar en reposo por 5
minutos, neutralizar con 1mL de Hidroxido de sodio 2N. Agregar 70mL de Agua
Purificada y agitar magnéticamente durante 10 minutos. Luego llevar a volumen
con Agua Purificada y homogeneizar.

Muestra 14 (Degradacion Alcalina del Placebo).

Preparar por duplicado. En un matraz volumétrico de 100mL, pesar exactamente
3,5mL de Placebo, adicionar 1mL de Hidréxido de sodio 2N, dejar en reposo por
5 minutos, neutralizar con 1mL de acido clorhidrico 2N. Agregar 70mL de Agua
Purificada y agitar magnéticamente durante 10 minutos. Luego llevar a volumen
con Agua Purificada y homogeneizar.

Muestra 15 (Degradacion Oxidativa del Placebo).

14



Preparar por duplicado. En un matraz volumétrico de 100mL, pesar exactamente
3,5mL de Placebo, adicionar 1mL de perdxido de hidrogeno 10Vol. Agregar
70mL de Agua Purificada y agitar magnéticamente durante 10 minutos. Luego
llevar a volumen con Agua Purificada y homogeneizar.

Muestra 16 (Degradacion por Luz del Placebo).

Preparar por duplicado. En un matraz volumétrico de 100mL, pesar exactamente
3,5mL de Placebo, exponer a la luz natural por 3 horas. Luego llevar a
temperatura ambiente y agregar 70mL de Agua Purificada y agitar
magnéticamente durante 10 minutos. Luego llevar a volumen con Agua
Purificada y homogeneizar.

Filtrar las soluciones de trabajo a través de una membrana de filtro de 0,45um
de tamafio de poro o equivalente, descartando los primeros 5mL del filtrado.

Especificacion:

- En las muestras del 7 al 11 el resultado obtenido no debe ser mayor en mas
del 2,0% del obtenido en la muestra 6. Ademas, la resolucién del pico del
principio activo con cualquier otro pico debe ser mayor a 1.

- En las muestras del 12 al 16 el porcentaje de interferencia no debe ser
mayor del 2,0%.

2.5.4.3. Linealidad

a) Linealidad del sistema

Preparar por triplicado las muestras correspondientes a 5 concentraciones de
estandar de Dextrometorfano bromhidrato respectivamente (80%, 90%, 100%,
110% y 120%)

b) Preparacion de la Solucion Estandar de Referencia

Pesar por triplicado. En un matraz volumétrico de 25mL pesar con exactitud el
estandar de Dextrometorfano bromhidrato segun lo indicado en la tabla siguiente
y agregar 15mL de Agua Purificada y llevar a Bafio de Ultrasonido, con agitacion
constante, hasta disolucion total. Llevar a volumen con Agua Purificada y
homogeneizar.

Transferir volumétricamente 5,0mL de la solucion anterior a un matraz
volumeétrico de 50mL, llevar a volumen con Fase Mévil y homogeneizar. Filtrar a
través de una membrana PVDF de 0,45um o equivalente, descartando los
primeros 5mL.

. Estandar de
- Equivalente a
Concentracion ma/15mL Dextrometorfano
9 bromhidrato (mg)
80% 12,0mg/5mL 20,0
90% 13,5mg/5mL 22,5
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100% 15,0mg/5mL 25,0
110% 16,5mg/5mL 27,5
120% 18,0mg/5mL 30,0

* Las concentraciones se establecen para abarcar el rango de trabajo de
este producto: de 90,0% a 110,0% (13,5mg/5mL a 16,5mg/5mL de Jarabe).

c) Procedimiento:
Seguir procedimiento detallado en las pautas analiticas.

d) Especificacion:

e Curva de calibracién: Si existen diferencias apreciables entre los valores
experimentales y los puntos de la recta, significa que la linealidad no es
conforme.

Recta de regresién: y=bx + a

Coeficiente de correlacion: r> 0,995

Coeficiente de determinacion: r?> > 0,990

Andlisis de la varianza (test de Cochran): Gexp < Gtabla

Test de Linealidad: El coeficiente de variacion de los factores de respuesta
(f) < 5%.

2.5.4.3. Precision

La precision de un método analitico es el grado de concordancia entre los
resultados de las pruebas individuales cuando se aplica el procedimiento
repetidamente a multiples muestreos de una muestra homogénea.

a) Precision del Sistema.

Preparar una solucion estandar, de acuerdo con el procedimiento analitico.
Realizar 5 inyecciones sucesivas de la solucion estandar y calcular el coeficiente
de variacion de las areas y tiempos de retencion.

Especificacion: )
C.V. < del 2,0% entre las Areas y Tiempos de retencion de las 5 inyecciones.

b) Repetibilidad.

Preparar 2 estandares y 6 muestras de acuerdo con el procedimiento analitico,
empleando Dextrometorfano bromhidrato 15mg/5ml Jarabe. Filtrar a través de
una membrana PVDF de 0,45um de tamafio de poro o equivalente, descartando
los primeros 5mL.

Calcular el coeficiente de variacion de las respuestas obtenidas.

Especificacion: C.V. < del 2,0%.
c) Precision Intermedia.

Programar a un segundo analista, en un dia diferente.
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Preparar 2 estdndares y 6 muestras de acuerdo con el procedimiento analitico,
empleando el mismo lote de la Repetibilidad. Filtrar a través de una membrana
PVDF de 0,45um de tamafo de poro o equivalente, descartando los primeros
SmL.

Calcular el coeficiente de variacion entre los resultados promedios de los dos
analistas.

Especificacion: CV < del 2,0%.

2.5.4.3. Robustez

Los resultados de los métodos analiticos pueden variar por una serie de factores
relacionados con diferentes condiciones externas o no inherentes al método.

a) Estabilidad de la muestra

Muestra a tiempo cero.

Preparar 2 estandares y 2 muestras de acuerdo con el procedimiento analitico,
empleando Dextrometorfano bromhidrato 15mg/5mL Jarabe. Filtrar a través de
una membrana PVDF de 0,45um de tamafio de poro o equivalente, descartando
los primeros 5mL.

Muestra de viales a 24 horas de preparadas, almacenadas a temperatura
ambiente.

Analizar a las 24 horas los viales de muestras y estandares preparados en el
tiempo cero, las cuales estuvieron a temperatura de ambiente en el area de
instrumentacion.

b) Especificacion:
El Coeficiente de Variacion C.V. < del 3,0% entre la muestra a tiempo cero y

cualquier otra muestra analizada.

2.6. Métodos de andalisis estadistico.

Una vez disponible los datos sefialados en la seccién de métodos, se procedera
a realizar el analisis mediante la implementacién de diferentes pruebas para
cada uno de los parametros objeto de verificacion”:, y van a estar conformadas

de la siguiente forma: .

e Tabla para los resultados obtenidos por analista para la prueba de
repetibilidad.
e Tabla de resultados de adiciones a diferentes niveles de concentracién

afadida.
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e Tabla de resultados de concentracion y las areas a concentraciones
cercanas al limite esperado.

e Tabla de resultados de concentracion y los factores de respuesta en
linealidad.

e Tabla de resultados de los promedios de los factores de respuesta y de
la varianza para linealidad (Test de Cochran).

e Tabla de analisis de varianza.

e Andlisis de los coeficientes de variabilidad para la precision, especificidad
y robustez.

2.7. Aspectos éticos.

Con respecto a los aspectos éticos se considerara la trasparencia de la
informacion y datos manejados, asi como los resultados obtenidos seran
publicados sin ningln tipo de modificacion. 16 Cabe destacar, que se contara

con el acta o dictamen de aprobacion de comité de ética de la universidad.
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RESULTADOS

Tabla 1. Resultados por muestra de la adecuabilidad

" " 21 Platos
ST Factor st| Areas Factor/Area de teOrICOS Asimetria
retencion
ST:-1 | 0,10081 |398,56115 2,529E-04 8,46 20507 1,037
ST:-2 | 0,10081 |398,53182 2,530E-04 8,47 20448 1,024
ST:-3 | 0,10081 |399,17208 2,525E-04 8,46 20472 1,023
ST:-4 | 0,10081 |399,44378 2,524E-04 8,47 20531 1,029
ST:-5 | 0,10081 |398,72222 2,528E-04 8,47 20470 1,039
Promedio | 398,88621 2,527E-04 8,47 20486 1,030
Desvest 0,403 2,554E-07 0,01 33,02 0,01
CV (%) | 0,10 % 0,10% | 0,06 %
Maximo |399,44378 8,47 20531,00| 1,039
Minimo |398,53182 8,46 20448,00| 1,023
Fuente: Elaboracion Propia
Tabla 2. Resultados obtenidos para el analisis de adecuabilidad
PARAMETRO DE ESPECIFICACION RESULTADOS
VALIDACION
Tiempo de retencién:
CVv=20% 0,06%
ADECUABILIDAD Areas:
CV=20% 0,10%
Asimetria:
No méas de 2,5 1,039

Fuente: Elaboracion Propia

En la tabla 1 se tienen los resultados correspondientes a los parametros de
adecuabilidad, donde se puede observar que el coeficiente de variacion del area
alcanzé un valor de 0,10%, en tanto que el tiempo de retencion se ubico en 0,06%,

los cuales resultaron ser menor al 2,0% que se observa en las especificaciones de
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la tabla 2. En términos generales, se corrobora que los componentes y reactivos

gue intervinieron para lograr la obtencion de datos funcionaron adecuadamente.

Tabla 3. Analisis de la precision intermedia

Fuente: Elaboracion Propia

Mu(((a‘:]s;tra F?\jl‘;?r Areas Promedio %
4,24696 | 140,8066 | 417,1837 |416,2736| 416,72865 98,10%
4,14174 |144,38376 | 410,0006 | 409,568 409,7843 98,90%
4,16537 |143,56468 | 405,5747 | 406,1697 405,8722 97,40%
4,20282 |142,28542 | 409,1514 |409,4393 | 409,29535 97,30%
4,24782 |140,77809 | 409,4116 |409,6926 409,5521 96,40%
4,18435 |142,91348 | 413,2702 |412,6659| 412,96805 98,60%
ler Analista | 98,50%
2do Analista | 97,80%
Promedio | 98,10%
cV 0,52%

Tabla 4.Analisis de la precision para técnica analitica por HPLC

ST | Fectorst | Avea | Factor | G" |Factode | Phtor
retencion
ST1-1 0,10081 [398,56115| 2 53E-04 8,46 1,037 20507
ST1-2 0,10081 [398,53182| 2 53E-04 8,47 1,024 20448
ST1-3 0,10081 |399,17208 | 2 53E-04 8,46 1,023 20472
ST1-4 0,10081 |399,44378| 2 52E-04 8,47 1,029 20531
ST1-5 0,10081 |398,72222| 2 53E-04 8,47 1,039 20470
Promedio | 398,8862 | 2,53E-04 8,47 1,0304 20486
Desvest 0,4033 2,55E-07 0,01 0,01 33
CV (%) 0,10% 0,10% 0,06% 0,71% 0,16%
Maximo |399,44378| 2,53E-04 8,47 1,039 20531
Minimo |[398,53182( 2,52E-04 8,46 1,023 20448

Fuente: Elaboracion Propia




Tabla 5. Resultados de repetibilidad

Muestra Factor P . 0
©) MP Areas Promedio %
4,11499 |145,32235| 403,2891 | 403,0754 | 403,1823 | 98,30%
4,10994 |145,50091 | 405,1075 | 405,1869 | 405,1472 | 98,90%
4,15201 |144,02663 | 406,9902 | 406,622 | 406,8061 | 98,30%
4,15942 |143,77004 | 407,9984 | 407,3989 | 407,6987 | 98,40%
4,14995 |144,09812| 406,683 | 406,6736 | 406,6783 | 98,30%
4,13370 |144,66459 | 406,4082 | 406,0596 | 406,2339 | 98,60%
Promedio | 98,50%
S 0,20%
CcVv 0,25%
Fuente: Elaboracion Propia
Tabla 6. Resultados de los parametros de precision
PARAMETRO
DE ESPECIFICACION RESULTADOS
VALIDACION
Precision de Sistema:
Areas: CV<20% 0,10%
Tiempo de retencién: CV < 2,0 %
PRECISION 0,06%
Repetibilidad:
Cv<20% 0,25%
Precision intermedia:
CV<20% 0,50%

Fuente: Elaboracién Propia

La tabla 3 muestra el parametro de precision intermedia, evidenciandose un
Coeficiente de Variabilidad (CV) de 0,50%. Del analisis de la precision para técnica
analitica por HPLC se desprende un Coeficiente Variacion de 0,10% (Ver tabla 4).
En tanto que, para la repetibilidad de método, segun lo observado en la tabla 5, se

tiene un Coeficiente de Variacion de 0,25%.
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En la tabla 6 se resumen todos los resultados de los coeficientes de variacion, para
los distintos aspectos de la precision del método. Para la precision intermedia se
obtuvo un coeficiente de variacion de 0,50%, resultando menor al valor maximo
establecido de 2,0 %. En lo que se refiere a la precision para técnica analitica por
HPLC, se registré un Coeficiente de Variabilidad de 0,10%, lo cual representa un
valor inferior al 2,0%, para el tiempo de retencién se obtuvo un coeficiente de
variacion de 0,06%, los cuales resultaron menores al 2,0% y que permite afirmar
gue el método cumple con el criterio de aceptacion. Finalmente, la repetibilidad del
método refleja un Coeficiente de Variacion de 0,25%, lo cual constituye un valor
inferior al estipulado de 2,0%, y que indica que los resultados de analisis
independientes se han realizado bajo las mismas condiciones de método, equipos,

operadores, etc.

Tabla 7. Resultados finales de las muestras de linealidad del sistema

AEEE Factor
mg/mL

Mu(ifvtlgas : Promedio Xi 2 yi 2 Xiyi Respuesta

i Vi (f) yi/xi
LM1 0,502 1,98E+03 | 5,10E-02 | 8,10E+05 | 2,00E+02 | 1,97E+04
LM2 0,502 2,01E+03 | 5,10E-02 | 8,20E+05 | 2,10E+02 | 2,00E+04
LM3 0,502 2,02E+03 | 5,10E-02 | 8,30E+05 | 2,10E+02 | 2,01E+04
S 1,51 6,01E+03 | 1,50E-01 | 2,50E+06 | 6,20E+02 | 5,99E+04

Promedio | 4,10E+01 | 3,99E+03
Varianza | 1,40E+02 | 2,15E+03
D.S. 1,20E+01 | 4,64E+01
5 52
80% 8,20E+01 | 6,79E+03
90% 5,00E+01 | 2,52E+03
100% 3,30E+01 | 1,10E+03
110% 1,50E+01 | 2,22E+02
120% 3,30E+01 | 1,06E+03

Fuente: Elaboracién Propia

En la tabla 7 se recogen los valores finales de las tres muestras analizadas en los
ensayos de linealidad del sistema. De igual manera, se presentan la varianza (62)
y la desviacion estandar (8), para las concentraciones de estandar de

Dextrometorfano bromhidrato utilizadas (80%, 90%, 100%, 110% y 120%). Cabe
22



destacar, que esta informacion va a sustentar todos los calculos de linealidad del

sistema, los cuales van a ser desarrollados a continuacion.

Tabla 8. Resultados de Linealidad del Sistema

PARAMETROS
DE VALIDACION ESPECIFICACION RESULTADOS
Curva de Calibracion Conforme
sy=bx+a y =4137,89x — 14,50
LINEALIDAD DE
SISTEMA. « “r": Minimo 0,995 0,998081
« “r2”: Minimo 0,990 0,996165

Fuente: Elaboracion Propia

Gréfico 1. Representacion de la curva de calibracion
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Fuente: Elaboracion Propia

En la tabla 8 se muestran los resultados del parametro linealidad del sistema, donde
se busca verificar la proporcionalidad del analito. En la linealidad del sistema se
analizé solo principio activo a 5 concentraciones, 80%, 90%, 100%, 110% y 120%
de la concentracibn nominal de trabajo donde para verificar la relacién
concentracion/respuesta del analito se realizé una regresion lineal por el método de

los minimos cuadrados, obteniéndose una curva de calibracién con una ecuaciéon
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de larectay = 4137,89x — 14,50 que cumple con el modelo y = bx + a (ver gréafico
1).

Al mismo tiempo, los resultados de la regresion arrojaron un coeficiente de
correlacion de 0,998081, el cual resulta ser mayor al nivel de aceptacion (> 0,995),
indicando de esta forma una relacion dependiente y proporcional entre la

concentracion y respuesta.

Tabla 9. Resultados del analisis de la varianza

PARAMETROS
DE ESPECIFICACION RESULTADOS
VALIDACION

» Andlisis de la Varianza

* Test de G de Cochran exp <G | G exp (0,5806) < G tabla (0,6838)
LINEALIDAD tablas

DEL SISTEMA . .
* Test de linealidad
C.V. F. Respuesta < 5% 1,2%
T exp > T tablas t exp (58,113) >t tabla (2,160)

Limite de Confianza del

Intercepto no debe incluir al cero. 3.984,0927 < b < 4.291,6967

Fuente: Elaboracion Propia

En lo que respecta al analisis de la varianza y al test de linealidad, en la tabla 9 se
comprueba la homogeneidad de varianza al aplicarse el test de Cochran, en el cual
el G exp (0,5806) < G tabla (0,6838) a un nivel de significancia de 0.05. En definitiva,
un G exp < G tabla lo que significa es que las varianzas de las concentraciones son
homogéneas, vale decir, el factor de concentracion no incide en la variabilidad de
los resultados, en tanto que al tratarse de un test estadistico, el nivel de significancia

indica la proporcién o frecuencia de decisiones erréneas a largo plazo.

De igual forma, para sustentar estadisticamente la relacibn dependiente y
proporcional entre la concentracidon y respuesta, se realizé una prueba t-Student

donde se obtuvo un t-experimental de 58,113 superior al t-tabla (2,160). Por otra
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parte, se evidencia los indices e intervalos de confianza de la pendiente (b) y del

intercepto, demostrandose que b es significativamente diferente de cero (4.137,89)

y que presenta una pendiente positiva, corroborando que se cumple con el

parametro de linealidad.

Tabla 10. Resultados de los ensayos de especificidad

Muestra Muestra F?\;I:Igor Areas % Promedio
Fase Movil 1,00mg 598 0,0000 0,0000 0,00% 0,00%
Diluyente 1,00mg 598 0,0000 0,0000 0,00% 0,00%
Muestra 1 4,11498g 145,3227 | 402,5875 | 402,4543 | 98,30% 98.60%
, (0
Muestra 2 4,10994g |145,50091 | 404,3503 | 404,4725 | 98,90%
PhoFormula | 4 065369 |147,00644| 00000 | 0,0000 | 0,00%
Pbo F | SIH
O 5 4| 407023y |146,92044| 0,0000 | 0,0000 | 0,00%
Pbo Formula 0
21 4,12290g |145,04354| 0,0000 0,0000 0,00%
Pbo F I SO
o 7| 4121069 | 1451083 | 0,000 | 0,0000 | 0,00%
Fuente: Elaboracion Propia
Tabla 11. Resultados obtenidos para el analisis de especificidad
PARAMETRO DE ESPECIFICACION RESULTADOS
VALIDACION
Fase Movil El porcentaje de interferencia no debe ser 0.0%
mayor al 2,0 %.
Diluyente El porcentaje de interferencia no debe ser 0.0%
mayor al 2,0 %.
Placebo (Férmula 1) | El porcentaje de interferencia no debe ser 0,0%
mayor al 2,0 %.
Placebo (Férmula 2) | El porcentaje de interferencia no debe ser 0,0%
mayor al 2,0 %.
Muestra problema La resolucion del pico principal con 23,8%
cualquier otro pico no debe ser menor a 1.

Fuente: Elaboracion Propia
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Los resultados de los ensayos de especificidad estan reflejados en la tabla 10,
donde se observa que la fase movil y los diluyentes tienen un porcentaje de
interferencia de 0,0% al igual que los placebos Formula 1 y Férmula 2.

En la tabla 11, se muestra que los parametros de fase mdvil, diluyentes y placebos
Foérmula 1 y Férmula 2, obtuvieron un porcentaje de interferencia de 0,0%, que al
contrastarlo con las especificaciones establecidas, se tiene que es menor al 2,0%,
lo que significa que no se encontraron respuestas en el tiempo de retencion del
principio activo en el andlisis, y por consiguiente no se generaron interferencias en
el proceso. Por otra parte, de los resultados se desprende que la muestra problema
alcanzo un valor de 23,8%, traduciéndose que esta dentro de las especificaciones
establecidas de que la resolucion del pico principal con cualquier otro pico no debe

ser menor a l.

Tabla 12. Analisis de especificidad para la degradacion del placebo

Muestra Ml |- el Areas % | Promedio
(9) MP
Pbo. deg T°1 | 4,19376 |142,59280| 0,00000 | 0,00000 | 0,0% 00 %
Pbo. Deg T°2 | 4,24242 |140,95728| 0,00000 | 0,00000 | 0,0% '
Pbo. deg Ac.1 | 4,18728 |142,81347| 0,00000 | 0,00000 | 0,0% 00 %
Pbo. degAc.2 | 4,23354 |141,25295| 0,00000 | 0,00000 | 0,0% '
Pbo. deg Al.1 | 4,29039 |139,38127| 0,00000 | 0,00000 | 0,0% 0.0 %
Pbo. degAl.2 4,23960 |141,05104| 0,00000 | 0,00000 | 0,0% '
Pbo.deg Ox1 | 4,17181 |143,34306| 0,00000 | 0,00000 | 0,0 % 0.0 %
Pbo. deg Ox2 | 4,24296 |140,93934| 0,00000 | 0,00000 | 0,0 % '
Pbo. deg Luzl| 4,26447 |140,22845| 0,00000 | 0,00000 | 0,0 % 0.0 %
Pbo. deg Luz2 | 4,26448 |140,22812| 0,00000 0,00000 | 0,0% '

Fuente: Elaboracion Propia

Tabla 13. Resultados de especificidad para la degradacion del placebo

PARAMETRO DE ESPECIFICACION RESULTADOS
VALIDACION

El porcentaje de interferencia no debe ser

0z o 0,

Degradacion acida mayor al 2,0 %. 0,0%

Degradacién alcalina El porcentaje de interferencia no debe ser 0.0%
mayor al 2,0 %.

Degradacion El porcentaje de interferencia no debe ser 0,0%

oxidativa mayor al 2,0 %.
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Degradacion de luz | El porcentaje de interferencia no debe ser 0,0%
mayor al 2,0 %.

Degradacion térmica | El porcentaje de interferencia no debe ser 0,0%
mayor al 2,0 %.

Fuente: Elaboracion Propia

Tabla 14. Resultados de especificidad para la degradacion de la muestra

PARAMETRO DE ESPECIFICACION RESULTADOS
VALIDACION
ESPECIFICIDAD
El porcentaje de interferencia no debe ser 0.3%
mayor al 2,0 %. '
Degradacion acida » ) o
La resolucion del pico principal con 23.7%
cualquier otro pico no debe ser menor a 1. ’
El porcentaje de interferencia no debe ser 0.3%
mayor al 2,0 %. '
Degradacion alcalina y ) o
La resoluciéon del pico principal con 23 7%
cualquier otro pico no debe ser menor a 1. ’
El porcentaje de interferencia no debe ser 0.0%
mayor al 2,0 %. 70
Degradacion oxidativa y _ L
La resolucion del pico principal con 23.7%
cualquier otro pico no debe ser menor a 1. ’
El porcentaje de interferencia no debe ser 0.0%
mayor al 2,0 %. 270
Degradacion de luz . ) o
La resoluciébn del pico principal con 23 6%
cualquier otro pico no debe ser menor a 1. ’
El porcentaje de interferencia no debe ser 0.0%
mayor al 2,0 %. e
Degradacion térmica y ) o
La resolucibn del pico principal con 23 6%
cualquier otro pico no debe ser menor a 1. ’

Fuente: Elaboracion Propia

De acuerdo a lo observado en la tabla 12, todas las degradaciones del placebo de
especificidad registraron un valor promedio de 0,0%. La tabla 13 contrasta los
resultados obtenidos y las especificaciones establecidas, obteniéndose que los

resultados de los porcentajes de degradacion de luz, degradacion alcalina,
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degradacion acida, degradacion oxidativa y degradacion térmica son menores al

especificado,

que en esta oportunidad estaba

indicado para el

evidenciandose resoluciones de pico por un valor superior a 1.

2,0%,

Para la degradacién de la muestra, se tiene que los resultados de los porcentajes

de degradacion alcalina y degradacion acida registraron un valor porcentual de

0,3%, en tanto que la degradacién oxidativa, térmica y de luz alcanzaron valores de

0,0%, lo cual quiere decir que son menores a las especificaciones establecidas del

2,0%, observandose resoluciones de pico por un valor superior a 1.(Ver tabla 14).

Tabla 15. Analisis de los ensayos de robustez

Mu(zs;tra Factor MP Areas Promedio | mg/5mL %
4,11499 145,3223 404,65570 403,24690 |403,95130| 14,44 96,3 %
4,10994 145,5009 407,88100 407,59750 |407,73925| 14,59 97,3 %
Promedio 14,52 96,8 %
S 0,11 0,72 %
RSD 0,75% 0,75%
Tiempo Oh| 14,79 98,6 %
Tiempo o
24h 14,52 96,8 %
Promedio 14,65 97,7 %
S 0,19 1,29 %
RSD 1,32% 1,32%
Fuente: Elaboracion Propia
Tabla 16. Resultados de la robustez
PARAMETROS
DE VALIDACION ESPECIFICACION CONFORME
ROBUSTEZ « Estabilidad de la muestra: CV<30% 1.3%
e 24 horas filtrada al ambiente

Fuente: Elaboracién Propia

28



En la tabla 15 se tienen los resultados de los ensayos de la robustez, obteniéndose
una desviacion estandar de 0,65%. Al mismo tiempo, luego de tomar en cuenta los
dos estadndares y las dos muestras realizadas sustentadas en el procedimiento y
analizadas a las 24 horas los viales de muestras y estandares preparados en el
tiempo cero, las cuales estuvieron a temperatura de ambiente en el area de
instrumentacién se tiene que el método es robusto al evidenciarse un coeficiente
de variacion menor al especificado (1,3%), que en este caso estaba establecido en
CV < 3,0 % (Ver tabla 16).
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V. DISCUSION

Los resultados obtenidos permitieron lograr la verificacién del método analitico para
la cuantificacion del antitusigeno dextrometorfano bromhidrato 15mg/5mL jarabe
por cromatografia liquida de alta precision, visto que se logré satisfacer los
parametros de adecuabilidad, precision, linealidad, especificidad y robustez
requeridos, constatandose la hip6tesis general del estudio. Estos resultados
demuestran que el método funciona de forma correcta en el laboratorio @, siendo
un hallazgo también obtenido por Yugutama et al., (2017) en la validacion del
método analitico simple de la tableta de atorvastatina por HPLC @9; Lovaton y
Carvajal (2019) en la validacion de un método analitico para la cuantificacion de
amoxicilina trihidrato 250mg/5mL, polvo para suspension oral por cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC) @3y Guarniz (2016) en la validacion del el método
analitico por HPLC para la cuantificacion de Ambroxol clorhidrato en polvo para

suspension oral ),

En la tabla 2 se tienen los resultados asociados al parametro adecuabilidad,
observandose que el coeficiente de variacion del area alcanz6 un valor menor al
2,0%, al igual que el tiempo de retencion, verificandose la adecuacion del método
analitico y coincidiendo con las caracteristicas que establece la World Health
Organization para este parametro ©, permitiendo comprobar la primera hipétesis
especifica del estudio. Al respecto, se verificaron tanto los instrumentos utilizados
como las partes que integran los mismos, aunado al hecho de constatar la
adecuada manipulacion y almacenamiento de sustratos y reactivos, los términos de
caducidad, asi como la existencia o la ausencia de agentes contaminantes en los

mismos.

La tabla 3 revela el parametro de precision, para la precision del sistema se obtuvo
un coeficiente de variacion menor al valor maximo establecido de 2,0%,
comprobandose la segunda hipétesis especifica del estudio. En cuanto a la
repetibilidad, se tiene que dicho método cumple con el criterio de aceptacion
correspondiente, porgue para las 6 muestras realizadas, el coeficiente de variacién
resulto ser inferior al (CV) <2,0%. En lo que se refiere al parametro de repetibilidad;

el coeficiente de variacion determinado fue 0,5%, es decir se obtienen valores



menores del limite maximo especificado (2,0%). Ante las consideraciones teéricas
que entrafia el concepto de repetibilidad, los resultados de la investigacion se
ajustan a lo contemplado en la misma, al estudiarse la variabilidad del método
analitico realizando un analisis sobre la misma muestra, en un laboratorio particular
y en un periodo de tiempo corto, obteniéndose de esta forma coeficientes de

variabilidad contemplados dentro del rango preestablecido.

De igual manera, se muestra los resultados de la precision intermedia; que refleja
las variaciones intralaboratorio (diferentes analistas, diferentes dias, diferentes
equipos, etc.), matematicamente se expresa como la desviacion estandar por el
coeficiente de variacion. Tal como se evidencia, el coeficiente de variacion total es
0,5%, que se encuentra dentro de la especificacion establecida (menor a 2,0%).
Con esto se comprobé el grado de concordancia (grado de dispersion) entre una
serie de medidas de tomas multiples a partir de una misma muestra homogénea en
las condiciones establecidas en la técnica analitica aplicada. En lo que concierne a
la precision del método analitico, Choque determind la precision de este método
mediante la obtencion de 0,40% en el coeficiente de variacion para el elemento
Benzocaina, 1,25% resulto ser el coeficiente de variacion para la Clorhexidina HCI,
mientras que la Enoxolona presentd un 0.85%.en cuanto a este mismo parametro
(14), Por otra parte, Lovaton y Carvajal demostraron que el método analitico para la
cuantificacion de amoxicilina trihidrato 250mg/5mL, polvo para suspension oral por
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) es preciso ya que se obtuvo una
RSD de 0,314% @3, Entre tanto, en los andlisis de Guarniz los resultados indicaron
gue para repetibilidad, se obtuvo un DSR de 1,155%, y el parametro de precision
alcanzé un p- valor de 0,201, con lo cual también se verificé la precision del método

analitico 19,

En la tabla 8 se muestran los resultados del parametro linealidad del sistema, donde
se busca verificar la proporcionalidad del analito, comprobandose la tercera
hipétesis especifica del estudio. En la linealidad del sistema se analiz6 solo principio
activo a 5 concentraciones, 80%, 90%, 100%, 110% y 120%, realizandose una
regresion lineal por el método de los minimos cuadrados, en el cual se obtuvo una
curva de calibracién con una ecuacion de la rectay = 4137,89x — 14,50 que cumple
con el modelo y = bx + a. Se observé un coeficiente de correlacién de 0,998081(>

0,995), el cual indica una relacion dependiente y proporcional entre concentracion
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y respuesta, vale decir que como el valor obtenido es mayor al valor de aceptacion
se presenté una buena correlacién entre las concentraciones y las respuestas,
indicando que tanto el sistema como el método conservan la linealidad esperada,
constatandose la tercera hipétesis especifica del estudio. Asimismo, para sustentar
estadisticamente ese valor se establecid que la pendiente de la recta de regresion
es significativamente distinta de cero, a través de la aplicacion de una prueba t-
Student donde se obtuvo un t-experimental de 58,113 superior al t-tabla (2,160). En
definitiva, la linealidad para el método analitico verificado va a tener como condicion
particular, la capacidad para suministrar resultados que son directamente
proporcionales a la concentracion del analito en la muestra dentro de un rango

determinado.

Para comprobar la homogeneidad de varianza se aplico el test de Cochran, en el
cual el G exp (0,5806) < G tabla (0,6838) y a un nivel de significancia de 0.05,
demostrandose que el factor concentracion no influye en la variabilidad de los
resultados. Estos hallazgos de linealidad se ajustan con los obtenidos en Noronha
et al., donde se evidencio la linealidad del método con un intervalo de concentracion
OXPt (0,5-15,0ug/ml) @9, En otra investigacion realizada por Yugatama, Rohmani
y Dewangga se observa niveles aceptables de linealidad en el método al registrarse
un rango de linealidad de 20 a 120ng/mL @b, En el estudio de Lovaton y Carvajal
el método de validacion también cumplié con las especificaciones de linealidad

registrando un coeficiente de correlacion de r = 0,995.

Los resultados de la especificidad estan reflejados en la tabla 12, donde se observa
gue para los placebos 1y 2, el porcentaje de interferencia no es mayor al 2,0%,
mientras que en la muestra 4, la resolucion del pico del principio activo con cualquier
otro pico efectivamente es mayor que 1, comprobandose la cuarta hipotesis
especifica del estudio. En el andlisis del placebo, no se hall6 ninguna respuesta en
el tiempo de retencion del principio activo en el analisis, asi que no hubo ninguna
interferencia. En este caso, los porcentajes de degradaciéon de luz, degradacién
alcalina, degradacién acida, degradacion oxidativa y degradacion térmica
registraron porcentajes menores al especificado, que en esta oportunidad estaba

indicado para el 2,0%.
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Para los métodos cromatograficos, el porcentaje de interferencia va a permitir
establecer la especificidad del método en funcién al diluyente, la fase movil y la
matriz de la forma farmacéutica, no obstante, para las muestras que han sido
sometidas a estrés, el porcentaje de interferencia se convierte en un indicativo del
nivel de degradacion puede haber sufrido la molécula, con lo cual se tiene que la
especificidad del método se va a verificar a través del analisis de los
cromatogramas obtenidos en las muestras. De igual modelo, en el trabajo de
investigacion de Lovaton y Carvajal, los resultados comprobaron la especificidad
del método analitico, al no observarse interferencia de los excipientes *3. Un
resultado similar fue evidenciado en el estudio de Yugatama, Rohmani y
Dewangga, donde los niveles de selectividad (lo cual asemeja a la especificidad)

lograron ser claramente validados 1.

En la tabla 16 se mostraron los hallazgos de la robustez, donde se determind que
el método es robusto al evidenciarse un coeficiente de variacion menor al
especificado (1,3%), que en este caso estaba bajo un rango de CV < 3,0 %,
comprobandose la quinta hipotesis especifica del estudio. Dado que la robustez es
una medida de la capacidad del método analitico, para el presente trabajo se
demuestra que el mismo no resulta afectado por las variaciones que se producen
en los parametros del método. Dentro de los hallazgos encontrados en el estudio
de Guarniz, se observo que el parametro de robustez alcanzaba un p- valor de
0,193, con lo cual se demostraba la robustez del método analitico por HPLC para

la cuantificaciéon de Ambroxol clorhidrato en polvo para suspensién oral 15,
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V. CONCLUSIONES

Los resultados alcanzados permiten concluir lo siguiente:

1. La verificacién del método analitico para la cuantificacion del antitusigeno
dextrometorfano bromhidrato 15mg/5ml jarabe por cromatografia liquida de
alta precision, cumple con las exigencias en todos los parametros referidos
a lalinealidad, precision, robustez, adecuabilidad y especificidad al seguir el
protocolo de verificacién propuesta en el presente trabajo.

2. En relacion a los parametros como tal, se constaté la verificacion de
adecuacion del método analitico, encontrandose los resultados obtenidos
dentro del rango esperado.

3. El método es preciso, ya que el grado de concordancia que existe entre las
pruebas, nos permite obtener resultados repetitivos sobre la misma muestra
en las mismas condiciones operativas. En este sentido, se demostré que no
existen diferencias significativas desde una perspectiva estadistica entre los
resultados obtenidos efectuando los analisis en distintas condiciones de
operatividad.

4. Del mismo modo, el método es lineal en el intervalo de concentracion de
60% hasta 120% de sistema y muestra. En este caso, el método analitico
verificado tiene la capacidad para ofrecer resultados que son directamente
proporcionales a la concentracion del analito en la muestra dentro de un
rango determinado.

5. ElI método desarrollado tiene la capacidad para identificar simultAneamente
0 separadamente los analitos de que son objeto de intereses, por lo tanto,
es especifico, al no detectarse interferencia con la matriz, ni con los
productos de degradacion.

6. El método es robusto, ya que no hay diferencia significativa con los
resultados obtenidos trabajando en las condiciones cromatografias

establecidas.



VI. RECOMENDACIONES

Luego de la culminacion del presente trabajo, resulta conveniente plantear las

siguientes recomendaciones:

e El proceso de analisis y verificacion de cada uno de los métodos debe
ser documentado en forma minuciosa; para que no exista ambigliedades
y los analistas puedan implementar el método con facilidad.

e Al realizar una verificacion es fundamental programar una nueva
verificacion en funcion de garantizar altos niveles de calidad en los
resultados encontrados en el laboratorio mediante el método.

e Garantizar la calibracion y mantenimiento de los equipos utilizados.
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Anexo A. Operacionalizacién de la variable o variables

Tipo de variable

segun su DEFINICION DEFINICION N° DE
VARIABLE naturalezay CONCEPTUAL OPERACIONAL DIMENSIONES INDICADORES ITEMS
escalade
medicion
Verificacion del método [Tipo de variable| La verificacion hace | La verificacion de un Adecuabilidad e Grado que resulta adecuado 1
analitico para la |segin su| referencia al | método analitico se para el andlisis
cuantificacion del |naturaleza: conjunto de | centra en la reunién
antitusigeno o acciones gue | de evidencias acerca Especificidad e Evaluaciéon inequivoca del 2
dextror_netorfano Cuantitativa demuestran de | de que el I_aboratorlo analito ante componentes
bromhidrato 15mg/5ml manera formal que | esta capacitado para previsibles.
jarabe por un sistema realiza | cumplir las
cromatografia liquida lo que debe | especificaciones
de alta precision Esce_lla, . de| ejecutar, de manera est_able_qdas en _Ia Linealidad « Resultados proporcionales a 3
mec_i|C|on. c_ontmuada oy validacion  primaria, la concentracién del analito.
Ordinal ajustada al objetivo | en este caso del
de andlisis, en otras | método analitico para Precision Grado de di - 4
palabras, al validar | la cuantificacion del * >rado ge dispersion
un método se | antitusigeno * Tolerancia o fortaleza
demuestra dextrometorfano
formalmente  que | bromhidrato
posee un | 15mg/5ml jarabe por
determinado grado | cromatografia liquida ]
de pardmetros | de alta precision. * Capacidad para no afectarse 5
analiticos basicos | Para lo cual toma en por pequenas variaciones.
requeridos. cuenta los siguientes
pardmetros:
o Adecuabilidad. Robustez
e Especificidad
e Linealidad
e  Precision.
e Robustez

Anexo B. Instrumento de recoleccién de datos




Laboratorio: Laboratorio A

Fecha: Noviembre-2020

N° Pardmetro Especificaciones Resultado final
1 Adecuabilidad Tiempo de retencion:
CVZ20% 0,06%
Areas:
CV<2,0% 0,10%
Asimetria: 1,039
No més de 2,5
2 Especificidad
El porcentaje de interferencia no debe ser
Fase Movil P J mayor al 2,0 %. 0.0%
Diluyente El porcentaje de interferencia no debe ser
mayor al 2,0 %. 0,0%
El porcentaje de interferencia no debe ser 0,0%

Placebo (Férmula 1)

mayor al 2,0 %.
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NO

Parametro

Especificaciones

Resultado final

Placebo (Férmula 2)

Muestra problema

DEGRADACION DEL
PLACEBO

Degradacién acida.

Degradacién alcalina.

Degradacién oxidativa.

Degradacién Luz

Degradacién Térmica

El porcentaje de interferencia no debe ser
mayor al 2,0 %.

La resolucion del pico principal con cualquier
otro pico no debe ser menor a 1.

El porcentaje de interferencia no debe ser
mayor al 2,0 %.

El porcentaje de interferencia no debe ser
mayor al 2,0 %.

El porcentaje de interferencia no debe ser
mayor al 2,0 %.

El porcentaje de interferencia no debe ser
mayor al 2,0 %.

0,0%

23,9%

0,0%

0,0%

0,0%

0,0%

41



NO

Parametro

Especificaciones

Resultado final

DEGRADACION DE LA MUESTRA

Degradacion acida.

Degradacién alcalina.

Degradacién oxidativa.

Degradacioén Luz

El porcentaje de interferencia no debe ser
mayor al 2,0 %.

El porcentaje de interferencia no debe ser
mayor al 2.0 %

La resolucion del pico principal con cualquier
otro pico no debe ser menor a1l

El porcentaje de interferencia no debe ser
mayor al 2.0 %

La resolucién del pico principal con cualquier
otro pico no debe ser menor a1

El porcentaje de interferencia no debe ser
mayor al 2.0 %

La resolucién del pico principal con cualquier
otro pico no debe ser menor a1l

0,0%

0,4%
23,7%

0,4%
23,7%

0,1%
23,7%
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N° Pardmetro Especificaciones Resultado final
El porcentaje de interferencia no debe ser 0,4%
mayor al 20 % _ o _ 23.7%
La resolucion del pico principal con cualquier
otro pico no debe ser menor a1l

Degradacién Térmica

El porcentaje de interferencia no debe ser 0,4%
mayor al 2.0 % 23,6%
La resolucion del pico principal con cualquier
otro pico no debe ser menor a1l

3 Linealidad Curva de Calibracién Conforme
sy=bx+a y =4137,89x — 14,50
* “r": Minimo 0,995 0,998081
* “r?”: Minimo 0,990 0,996165

Anédlisis de la Varianza
* Test de G de Cochran exp < G tablas
* Test de linealidad

C.V. F. Respuesta < 5%

T exp > T tablas

G exp (0,5806) < G tabla (0,6838)

1,2%
t exp (58,113) > t tabla (2,160)
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N° Pardmetro Especificaciones Resultado final
Limite de Confianza del Intercepto no debe 3984,0927 < b < 4291,6967
incluir al cero.
4 Robustez « Estabilidad de la muestra:
CV<30% 1,3%
24 horas filtrada al ambiente
5 E’recisién de Sistema: CV <2,0%
Areas de Dextrometorfano Bromhirato 0,1 %
Monohidrato
Precisiéon
Repetibilidad:
CV<20% 0,3%
Precision intermedia:
CV<20% 0,5%
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Anexo C. Acta o dictamen de aprobacién de comité de ética



Anexo D. Evidencias fotogréaficas del trabajo de campo

Figura 1. Analisis de adecuabilidad en el Area de Fisicoquimico

Figura 2. Materiales del analisis de Linealidad en el Area de Fisicoquimico
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Figura 3. Reprocesos del analisis de Precision Intermedia en el Area de
Instrumentacion
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