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RESUMEN

El analisis por cromatografia liquida de alta precision (HPLC) de productos
farmacéuticos es una necesidad y es de uso rutinario. Esta técnica minimiza los
errores que conileva a situaciones de riesgo al usuario, garantizando que el
contenido en el producto sea el correcto. La validacién es un proceso establecido
que obtiene pruebas documentadas y demostrativas para que un método de
analisis sea lo suficientemente fiable y reproducible para producir un resultado
previsto dentro de los intervalos definidos.

El presente trabajo de investigacion tiene por objetivo validar una técnica
analitica por cromatografia liquida de alta performance, (HPLC) para la
determinacidon de contenido de dextrometorfano brombhidrato, fenilefrina
clorhidrato y guaifenesina en jarabe y documentar los resultados obtenidos. Se
realizd en el laboratorio Gencopharmaceutical SAC Lima, durante el periodo
enero a julio del 2014. El tipo de investigacién fue descriptivo transversal con un
muestreo aleatorio simple, para lo cual se evalué los parametros estipulados en
la USP como: Exactitud, Precision, Selectividad — Especificidad, Linealidad y
Robustez, para el analisis de fenilefrina clorhidrato y guaifenesina se uso fase
movil, diluyente y una solucién de muestra con una concentracion final de 0.05
mg/mL y 1 mg/mL respectivamente, se uso una de columna Eclipse XDB-Phenyl
C18 de 4,6 x 250 mm 5 um y para el analisis del dextrometorfano bromhidrato se
uso fase movil y una solucion de muestra con una concentracion final de 0.1
mg/mL, se uso una columna de eclipse XDB-C18 de 4,5 x 150 mm 5 um.

Los resultados finales obtenidos segun los parametros descritos demostro que el
método es selectivo y especifico porque no existen interferencias con el
excipiente, fase movil, diluyente y productos de degradacion. El método es lineal
porque se obtuvo un coeficiente de correlacion de 0.99959 para la fenilefrina
clorhidrato, 0,99997 para la guaifenesina y 0,99983 para el dextrometorfano
bromhidrato. En la exactitud el porcentaje de recuperado promedio fue 99,80%
de fenilefrina clorhidrato, 99.56% de guaifenesina y 99,78% de dextrometorfano
bromhidrato en un rango de 80-120%. En la precisién el coeficiente de variacion
de la repetibilidad fue 0,65% para la fenilefrina clorhidrato, 0,34% para la
guaifenesina y 1,23% para el dextrometorfano bromhidrato, la desviacion
estandar relativa porcentual de la precision intermedia fue de 0.61% para la
fenilefrina clorhidrato, 0,090% para la guaifenesina y 0,342% para el
dextrometorfano bromhidrato respectivamente, encontrandose dentro de los -
limites especificados. En el ensayo de robustez los cambios en cuanto al pH de
la fase movil, marca de la columna y refrigeracion de las muestras no interfieren
en la recuperaciéon. Concluyéndose asi que el método analitico propuesto es
lineal, exacto, preciso, reproducible, selectivo y presenta robustez,
comprobandose asi su validez.

Palabras claves: Validacion de técnica analitica, HPLC fenilefrina clorhidrato,
guaifenesina, dextrometorfano bromhidrato.
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I. INTRODUCCION

El analisis se considera hoy en dia un proceso mediante el cual se obtiene
informacién. Se realiza millones de analisis cada dia en los ambitos mas
variados: andlisis de productos manufacturados, analisis medioambientales,
analisis clinicos, forenses, quimicos y fisicos, en todos ellos se requiere una
confianza en los resultados obtenidos. La validacion de las metodologias
analiticas, junto con otras actividades englobadas en el area de aseguramiento
de la calidad, permiten conseguir calidad, otorgando la confianza necesaria a la
vez que confieren un grado elevado de comparabilidad entre los resultados de
los analisis quimicos.’

La industria farmacéutica, al elaborar sus productos destinados a curar la
enfermedad, salvar vidas o mejorar la calidad de vida, no puede haber el minimo
margen para el error. Sin embargo, a pesar de los esfuerzos de control y
fabricacién, se exige una mejora continua y maximas garantias de la calidad y es
en el avance para conseguir un total dominio de la calidad, cuando surge el
concepto de validacién®.

La técnica de cuantificacion por cromatografia liquida de alta performance
(HPLC) por su naturaleza selectiva, permite la valoracién del principio activo
fenilefrina clorhidrato, guaifenesina y dextrometorfano bromhidrato en el producto
en mencién, y no contando con un método de cuantificacion en ninguna
monografia oficial vigente, se hace necesario tener disponible la evidencia que
pruebe que la técnica analitica propuesto para la formula farmacéutica de jarabe
es adecuado para su uso rutinario, de modo que su validacién garantizara la

confiabilidad de los resultados emitidos.®



Por todo lo manifestado anteriormente, en el presente trabajo de investigacion se

plantearon los siguientes objetivos:

Objetivo general:

Validar una técnica analitica por cromatografia liquida de alta performance,

(HPLC) para la determinacion de contenido de dextrometorfano brombhidrato,

fenilefrina clorhidrato y guéifenesina en jarabe y documentar los resultados

obtenidos. _

Objetivos especificos:

» Determinar la prueba de aptitud del sistema especifico para la cuantificacion de
dextrometorfano bromhidrato, fenilefrina clorhidrato y guaifenesina en jarabe.

» Determinar la especificidad y selectividad de la técnica analitica para el analisis
de contenido por HPLC de dextrometorfano bromhidrato, fenilefrina clorhidrato
y guaifenesina en jarabe.

* Determinar la linealidad utilizando la técnica analitica por el método de HPLC
para la cuantificacién de dextrometorfano bromhidrato, fenilefrina clorhidrato. y
guaifenesina en jarabe.

« Comprobar la precision de la técnica analitica por el método de H.P.L.C para la
cuantificacion de dextrometorfano bromhidrato, fenilefrina clorhidrato. y
guaifenesina en jarabe.

» Determinar la exactitud utilizando la técnica analitica por el método de HPLC
para la cuantificacién de dextrometorfano bromhidrato, fenilefrina clorhidrato. y
guaifenesina en Jarabe.

* Evaluar la robustez empleando la técnica analitica por el método de HPLC
para la cuantificacion de dextrometorfano bromhidrato, enilefrina clorhidrato. y
guaifenesina en jarabe.



. MARCO TEORICO

2.1.  ANTECEDENTES

Se realizé un estudio de validacién de una técnica analitica para la cuantificacion
por HPLC de clorfeniramina maleato, fenilefrina clorhidrato, dextrometorfano
bromhidrato y guayfenesina en jarabe. Esta muestra fue sometida a
cromatografia de fase reversa, usando una columna Whatman Partisil SCX, en
una fase movil de fosfato diacido de potasio pH 4 y metanol HPLC (40:60), a un
flujo de 1 n_1LImin, a una longitud de onda. de 220 nm y con una inyeccion de
20ul. Se prepararon estandares y muestras a las siguientes concentraciones:
clorfeniramina maleato 0,08 mg/mL, dextrometorfano bromhidrato 0,08 mg/mL,
fenilefrina clorhidrato 0,04 mg/mL y guaifenesina 0,4 mg/mL, demostrando que
la metodologia analitica es efectiva y reproducible, cumple con los parametros
de aptitud del sistema, linealidad, exactitud, precisién (repetibilidad y precision
intermedia ), este método cumple con los requerimientos y normas ICH para la
cuantificacion de tres principios activos. El método de analisis cumple con el
parametro de repetibiidad para el analisis de clorfeniramina maleato,
dextrometorfano bromhidrato y fenilefrina en jarabe porque se obtuvo un
coeficiente de variacion menor al 2% al evaluar varias muestras con la
metodologia a validar. El método utilizado demostré ser lineal cuando se trabaja
. a concentraciones de 60% al 140% para cada uno de los principios activos
analizados, lo que significa que al trabajar en dicho rango la respueéta del
equipo sera directamente proporcional a las concentraciones del analito.*

Se realiz6 un estudio de validacion por cromatografialiquida de alta performance
{HPLC) de dextrometorfano bromhidrato y guaifenesina en jarabe {Pectoflem®),
desarrollado en el Laboratorio Induquimica SA. Lima - Perq, en la cual se eva!uc’:
una serie de parametros como sigue: especificidad, linealidad, exactitud y



precisién, demostrando que la metodologia analitica es efectiva y reproducibles,
los resultados finales obtenidos segun los parametros descritos demuestran que
el método es selectivo y especifico, porque no se evidencia que los productos de
degradacién interfieran en el andlisis del principio activo, la linealidad present6
una ecuacién con una recta de regresion lineal y= 2751560,3928x - 3376,810101
con r = 0,997738 y un r* = 0,995480 para dextrometorfano bromhidrato y una
recta de regresion lineal y = 5605301,9424 x +18524,558055 con un r =
0,999013 y un r’=0,998028 para guaifenesina, la exactitud segun el test G de
cochran el Gey.(0,8500) es < Guua (8709) el factor de concentracion no influye
en la variabilidad de los resultados y segin el test de t de student
texp(2,171)< tan(2,306) confirma que el método es exacto para el dextrometorfano
bromhidrato y un Gex, (0.849)< Giapia(0,8709) con un texp(1,829) < tiania(2,306) para
la guaifenesina, la precision de los dos analisis expresa un CV = 1.51% para el
dextrometorfano bromhidrato y un CV = 1,90% para la guaifenesina.
Concluyéndose que el método analitico es selectivo, lineal, preciso, reproducible
y exacto”.

2.2. Fenilefrina clorhidrato

2.2.1. Propiedades fisico-quimicas.

« Estado fisico: polvo

e Apariencia: blanco

¢ Punto de congelacion: 143,00 — 145,00 °C

e Formula molecular: CgH3NO,.HCI

e Peso molecular: 203,67 g/mol

2.2.2. Usos: La fenilefrina es una amina simpaticomimética que se utiliza por via
intranasal para combatir la congestion nasal y por via oral en combinacién con
otros farmacos en el tratamiento de la gripe, resfriados, etc. Aplicada
topicamente sobre los ojos, produce midriasis, siendo utilizada con fines de
diagnéstico en el examen del fondo de ojo. También en combinacién con bronco
dilatadores administrados por inhalacion.®

2.2.3. Indicaciones: La fenilefrina parenteral esta indicada para el
mantenimiento de una presion arterial adecuada durante la anestesia general o
espinal y para el tratamiento de una hipotensién grave debido a un shock.
También se emplea en casos de taquicardia supra ventricular paroxistica y, en la

anestesia regional como vasoconstrictor local.®’



2.3. Guaifenesina

2.3.1. Propiedades fisico-quimicas.

» Estado fisico: polvo cristalino

e Apariencia: blanco a levemente gris

¢ Olor: leve, caracteristico

e Sabor: amargo .
e pH:5-7 (solucién de 1 en 100)

¢ Punto de fusién: con un intervalo de 3° entre 78 y 82°C

e Temperatura de descomposicion: 126°C

* Solubilidad: 1 g en 60 a 70 mL de agua; soluble en alcohol, cloroformo,

glicerina o propilenglicol; insoluble en éter de petrdleo

e Formula molecular: C4oH120,

e Peso molecular: 198,22 g/mol.?
2.3.2. Usos: Se usa para el alivio sintomatico del trastorno respiratorio

" caracterizado por una tos seca no productiva, y por la presencia de moco en el

~ tracto respiratorio.®

La accion de la guaifenesina mejora la tos seca no productiva al disminuir la

viscosidad del esputo, la dificultad en la expectoracion y aumentar el volumen del

esputo. Es un componente en muchas formulaciones expectorantes registradas.®

2.3.3. Indicaciones: Es un expectorante. Se usa para aliviar la congestion y la

mucosidad para ayudar a respirar mas facil. La guaifenesina diluye la

mucosidad, aumenta la lubricacion de las vias respiratorias (los pulmones, la

nariz y la garganta), y aumenta la eliminacion de mucosidad.®

2.4. Dextrometorfano brombhidrato

2.4.1.Propiedades fisico-quimicas.

Estado fisico: cristales o polvo

Apariencia: casi blanco.o cristalino

Olor: débil

pH: 5,2 - 6,5 (solucion de 1 en 1000)

Punto de fusion: 126°C

Temperatura de descomposicion: 126°C

Solubilidad: 1 g en alrededor de 65 mL de agua; completamente soluble en
alcohol o cloroformo; insoluble en éter.

Peso molecular: 352,32 g/mL.°



2.4.2. Usos: El dextrometorfano bromhidrato es el d-isémero del analogo

codeinico del levorfanol, se emplea como antitusigeno para el alivio temporal de

la tos causada por irritaciéon bronquial. Controla los espasmos de tos al deprimir

el centro de la tos en el bulbo suprime el reflejo de la tos no productiva debido a

irritacion leve de la garganta y bronquios que se presenta asociado a los resfrios

o a la inhalacién de irritantes mediante un efecto directo sobre el centro de la tos

en el bulbo raquideo.®

Posee una potencia supresora de la tos de aproximadamente la mitad de la

potencia antitusigena de la codeina. La administracion oral de 30 mg a un adulto

proporciona una actividad antitusiva efectiva en un periodo de 8 a 12 horas. A

diferencia de la codeina, no posee propiedades analgésicas y produce poca o

ninguna depresion del sistema nervioso central.®

El dextrometorfano se combina a menudo con expectorantes u otras drogas en

medicaciones de venta libre para la tos y el resfrio.®

2.4.3. Indicaciones: Tratamiento para la supresion de la tos no productiva

(cronica).®

2.5.Cromatografia liquida de alta performance (HPLC)

2.5.1. Concepto. La cromatografia de liquida de alta performance (HPLC, por

sus siglas en inglés), también llamada cromatografia de liquidos de alta

resolucion, es una técnica de separacion basada en una fase estacionaria sélida

y una fase mévil liquida.™

Las separaciones se logran por procesos de particion, adsorcidon o intercambio

idnico, segun el tipo de fase estacionaria empleada.’®

2.5.2.Clases de cromatografia liquida ‘

- Fase normal o Liquida (NP, LSC).- Separaciéon basada en adsorciéon/
desercion del analito en una superficie polar (silica).

e Fase reversa (RPC).- La separacion de los analitos estd basada en el
coeficiente de particion de particulas entre la fase mévil y la fase estacionaria
quimicamente enlazada.

e Intercambio lénico (IEC).- La separacién estad basada en el intercambio
iénico.con los contra iones y las interacciones con los iones enlazados en la
fase estacionaria.

e Exclusion por tamafio (SEC OR GPC).- La separacién esta basada en el

“tamafio molecular de los analitos y la accién de filtro del empaque de la

columna.’"*?



2.5.3. Partes

» Fase Estacionaria y Fase movil.- Para la mayoria de los analisis

farmacéuticos, la separacién se logra por la particion de los compuestos
presentes en la solucion de prueba entre la fase movil y la estacionaria.
Los sistemas que constan de fases estacionarias polares y fases méviles no
polares se describen como de fase normal, mientras que por el contrario
cuando se emplean fases moviles polares y fases estacionarias no polares
se denomina cromatografia en fase reversa.’

* Bomba.-Los sistemas de bombeo de HPLC administran cantidades exactas
de fase movil desde los recipientes hasta la columna mediante una tuberia y
uniones adecuadas para altas presiones. Existen 3 tipos de bombas, cada
una con sus propias ventajas y desventajas: bombas reciprocas, bombas de
jeringa o desplazamiento y bombas neumaticas o de presion constante. '

¢ Inyectores.-Después de ser disueltos en la fase movil u otra solucion
apropiada, los compuestos que se van a cromatografiar se inyectan en la
fase movil, ya sean manualmente usando jeringas o inyectores de espiral o
‘bien automaticamente mediante el uso de inyectores automaticos.'®

¢ Detectores.- La mayoria de métodos de HPLC usados actuaimente
requieren del uso de detectores espectrofotométricos. Este tipo de detector
consta de una celda de flujo colocada en el extremo de la cblumna. Un haz
de radiacion UV pasa a través de la celda de flujo y se introduce en el
detector. A medida que los compuestos eluyan de la columna, pasan a través
de‘la celda y absorben la radiacién lo que da lugar a cambios cuantificables
en el nivel de energia.*

La mayoria de métodos de HPLC usados actualmente requieren del uso de

detectores espectrofotométricos. Este tipo de detector consta de una celda de

fljo colocada en el extremo de la columna. Un haz de radiacién UV pasa a

través de la celda de flujo y se introduce en el detector. A medida que los

compuestos eluyan de la columna, pasan a través de la celda y absorben la
radiacién lo que da lugar a cambios cuantificables en el nivel de energia.'

2.6. Validacion

La validacién de un método analitico es el proceso que establece mediante

estudios en el laboratorio, que las caracteristicas de desempefio del método

cumplen los requisitos adecuados de exactitud y confiabilidad para las
aplicaciones analiticas previstas. Las caracteristicas de desempefio analitico



habituales que deben considerarse en la validacion de los tipos de métodos

descritos son exactitud, precision, especificidad, limite de deteccion, limite de

cuantificacion, linealidad e intervalo.™

Los documentos de la Conferencia Internacional Tripartita sobre Armonizacién

(ICH) aconsejan sobre la necesidad de realizar una nueva validacion en las

siguientes circunstancias: cambios en la sintesis de farmaco, cambios en la

composicion del producto farmacéutico y cambios en el procedimiento

analitico.™

Se debe validar una técnica analitica porque nos interesa mantener un método

que sea estable, capaz y robusto. Un método validado nos da la seguridad de

ello, dado que estas caracteristicas son esenciales para mantener altos niveles

de calidad en los resultados del analisis. "

Se realiza la validacién con la finalidad de:

e Aseguramos que se cumpla con los requerimientos preestablecidos,

confirmando su precision y exactitud.

e Aseguramos que las modificaciones de las condiciones normales de ensayo
y medio ambiente operacional no afecten negativamente el resultado final.

» Aseguramos un control de los puntos criticos del ensayo y poder asi prevenir
y evitar resultados erréneos que afecten la calidad de analisis. '

En un laboratorio de andlisis debe considerarse para validar todo equipo o

procedimiento que influya en la calidad final del resultado, asi tenemos:

» Los equipos, incluido el control por computadora.

» Los métodos de analisis (se considera aquella que no estan comprendidos
en obras oficiales.

e El sistema analitico en su conjunto.

e Todo cambio o modificaciones importantes que se efectien en el método,
equipoo técnica de analisis del producto.'®

2.6.1. Categorias de validacion

La cantidad y el tipo de trabajo requerido para validar un método de HPLC varian

en fusion del objetivo del método. Las actividades de validacion deben

organizarse de manera que los experimentos planeados complementeﬁ el

método que se pretende apoyar.'®'® ‘

s Categoria |: Procedimientos analiticos para la cuantificacion de los
componentes principales de farmacos a granel o ingredientes activos

(incluyendo conservantes) en productos farmacéuticos terminados.



» Categoria Il: Procedimientos analiticos para la determinacion de impurezas en
farmacos a granel o productos de degradacion en productos farmacéuticos
terminados. Estos procedimientos Incluyen andlisis cuantitativos y prueba de
limite.

» Categoria |ll: Procedimientos analiticos para la determinacién de las
caracteristicas de desempeno (por ejemplo disolucion, liberacion del farmaco,
etc.).

e Categoria |IV: Pruebas de identificacion para cada categoria, se requiere
diferente informacién analitica.’® "7 '

Los procedimientos farmacopéicos oficiales también estan sujetos a reglamentos

que requieren la demostracion de aptitud en condiciones reales de uso; el grado

y extension del proceso de verificacion va a depender de las caracteristicas del

desempefio y de evaluar las caracteristicas que se consideren adecuadas, una

prueba es la especificidad. Todo esto va acompafado de la documentacién
adecuada.’®

2.6.2. Validacion de métodos analiticos

La validaciéon de un método analitico es el proceso por el cual se establece, por

medio de estudio de laboratorio, que las caracteristicas de desempefio del

método retnen los requisitos para las aplicaciones analiticas concebidas. Las
caracteristicas de desempefio se expresan en funcién de los parametros
analiticos que seran descritos mas adelante.'®"*

2.6.3. Aptitud del sistema

Las pruebas de aptitud del sistema son una parte integral de los métodos de

" cromatografia de liquidos y de gases. Estas pruebas se usan para verificar que

el sistema cromatografico sea adecuado para el analisis que se pretende

efectuar. Las pruebas se basan en el concepto de que el equipo, los sistemas
electrénicos, las operaciones analiticas y las muestras analizadas constituyen un
sistema integral que se puede evaluar como tal.'® %

Los factores que se pueden afectar el comportamiento cromatografico incluyen

lo siguiente:

» Composicion, fuerza idnica, temperatura y pH aparente de la fase movil.

» Velocidad de flujo, dimensiones de la columna, temperatura de la columna y
presion.

e Las caracteristicas de la fase estacionaria, incluyendo el tipo de soporte
cromatografico, tamafio de particula, tamafio de poro y area especifica.”!



Las inyecciones repetidas de una preparacion estandar u otras soluciones
estandar se comparan entre si para determinar si se cumple con los requisitos
de precision, se usan los datos de cinco inyecciones repetidas del analito para
calcular la desviacion estandar relativa, %RSD, si el requisito es 2,0% o menos;
se usan datos de seis inyecciones repetidas si la desviacion estandar relativa es
mas de 2,0%. Factor de asimetria debe ser menor al 2%, tiempo de retencién se
calcular la desviacion estandar relativa, %RSD debe ser menor al 2.0%, platos
tedricos debe ser mayor a 1500."% %
2.6.4. Parametros de validacion de métodos analiticos
Las caracteristicas de desempefio de un meétodo analitico se expresan en
funcién de los parametros analiticos. Estos parametros analiticos considerados
en la validacién son los siguientes:
» Selectividad - especificidad
* Precision
» Exactitud

e Linealidad
e Robustez.™
a. Selectividad - especificidad. Los documentos de ICH definen especificidad
como la capacidad de evaluar de manera inequivoca el analito en presencia de
aquellos componentes cuya presencia resulta previsible, tales como impurezas,
productos de degradacién y componentes de la matriz."
Mide la capacidad del método para identificar o cuantificar los analitos en
presencia de otras sustancias, endogenas o exdgenas, en una muestra de la
matriz en las condiciones exigidas por el método.™
Aunque la especificidad y la selectividad se consideran términos equivalente,
algunos autores los diferencian, considerando la selectividad como la capacidad
de detectar simultanea o separadamente sustancias quimicas diferentes
presentes en una misma muestra y a la especificidad como la capacidad de
detectar el analito sin interferencias de otro compuesto. La selectividad se
determina comparando los resultados del analisis de muestras con los resultados
del analisis de las muestras en presencia de productos relacionados.?
b. Linealidad. La linealidad de un método analitico es su capacidad para
demostrar que los resultados de la prueba son directamente proporcionales (o se

convierten en directamente proporcionales mediante una transformacién

10



matematica bien definida a la concentracién del analito dentro de un rango
dado.?
La linealidad de un método analitico incluye la proporcionalidad entre la
concentracion del analito y su capacidad de respuesta, asi como el intervalo de
concentraciones del analito para los cuales el método es satisfactorio. La
linealidad se relaciona ademas, con la sensibilidad de calibrado (representacion
grafica del cociente entre la sefial del analito y la sefial del patrén frente a la’
concentracion de analito de los patrones).?

Las pautas de validacion de los métodos analiticos descritos por la ICH

recomiendan que para establecer la linealidad se utilice normalmente un minimo

de 5 concentraciones. También recomienda que para la valoracion de un

farmaco (o de un producto terminado) se realice dentro del intervalo de 80% a

120% de la concentracion de prueba.’®

c. Precision. La precisién de un método analitico es el grado de concordancia

entre los valores de una serie repetida de ensayos analiticos efectuados sobre

una muestra homogénea o expresado de otra forma, es la distribucion de los

- valores analiticos alrededor de su media. La precision de un método analitico

habitualmente se expresa como la desviacién estandar o la desviaciéon estandar

relativa de una serie de mediciones.®

La precision engloba diferentes tipos de estudio: ‘

* Repetibilidad o precisién del sistema.- Estudia la variabilidad del método
efectuando una serie de analisis sobre la misma muestra en las mismas
condiciones operativas (por un mismo analista, con los mismos aparatos y
reactivos, etc.) en un mismo laboratorio y en un periodo de tiempo corto.”®

¢ Precision intermedia.- Estudia la variabilidad del método efectuando una serie
de analisis sobre la misma muestra pero en diferentes condiciones operativas
(diferentes analistas, aparatos, dias, etc.) y en un mismo laboratorio.?

¢ Reproducibilidad.- Estudia la variabilidad del método bajo condiciones
operativas diferentes y en distintos laboratorios. La precisiéon de un método
analitico se expresa generalmente como el coeficiente de variacion (CV) de
una serie de medidas. La reproducibilidad de dicho método de analisis se
determina analizando una serie de alicuotas procedentes de lotes
homogéneos en diferentes laboratorios, diferentes analistas y utilizando
condiciones operativas y ambientales distintas pero siguiendo el

procedimiento descrito en el método.?

11



d. Exactitud. La exactitud de un método analitico, es la proximidad entre los
resultados obtenidos por ese método y el valor real.?*

En la valoracion de un famtmaco, la exactitud puede determinarse mediante la
aplicacion del método analitico con respecto a un analito de pureza conocida
(por ejemplo, un estadndar de referencia), o comparando los resultados del
método con los de un segundo método bien caracterizado, cuya exactitud se
haya comprobado o definido.*

La exactitud puede a menudo expresarse como un porcentaje de recuperacion,
por medio de la valoracién de cantidades conocidas agregadas de analitos.
Representa el grado en que un rhétodo analitico es exacto para los fines
propuestos.?’ A

e. Robustez. La robustez de un procedimiento analitico es una medida para no
ser afectada por variaciones pequefias, aunque deliberadas, en los parametros
del procedimiento indicados en la documentacion, y provee una indicacion de su
aptitud durante condiciones normales de uso. La robustez puede determinarse
durante la etapa de desarrollo del procedimiento analitico.™
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ll. MATERIALES Y METODOS
3.1. Ubicacion
El presente trabajo de Investigacion se realizé en el Departamento de Control de
Calidad en el area de instrumentacion; del Laboratorio Gencopharmaceutical
SAC, ubicado en el distrito de Ate de la ciudad de Lima.
3.2. Poblacion ‘
Un lote determinado de 600 L de jarabe de fenilefrina clorhidrato (5 mg/5 mL),
guaifenesina (100mg/5mL) y dextrometorfano bromhidrato. (10 mg/5 mL), del
area de liquidos del Laboratorio Gencopharmaceutical SAC. |
3.3. Muestra
Cuatro litros de placebo de jarabe de fenilefrina clorhidrato (5 mg/5 mL),
guaifenesina (100 mg/5 mL) y dextrometorfano bromhidrato. (10 mg/5 mL).
3.3.1. Tipo de muestreo
Muestreo aleatorio simple.
3.3.2.Estandar de referencia:
El estandar a utilizar es un estandar secundario de dextrometorfano bromhidrato,

fenilefrina clorhidrato y guaifenesina.

Nombre : Dextrometorfanoc bromhidrato
Lote : 1031203902

Fecha de expira :2015-08

Potencia : 94,95%

Fabricante : Drocersa

Nombre : Fenilefrina clorhidrato

Lote : PPPHP200302

Fecha de expira 12017 -03

Potencia : 98,64%
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Fabricante : Drocersa (Quimica skr laboratorios climitb)

Nombre : Guaifenesina

Lote : GGE04030213

Fecha de expira :2016-10

Potencia :99,01%

Fabricante : Drocersa (Gennex laboratorios climitb) -

3.4. Disefo metodolégico para la recoleccion de datos

3.4.1. Método analitico por cromatografia liquida de aita performance
(HPLC) para la determinacion de dextrometorfano bromhidrato (10 mg/5
mL), fenilefrina Clorhidrato (5 mg/5 mL) y guaifenesina (100mg/5 mL)
jarabe. _

3.4.1.1. Fenilefrina clorhidrato y guaifenesina

e Preparacion de la fase movil.

Preparar una solucién de metanol y solucién A (30: 70) y luego filtrar.

Solucién A: Disolver 0,55 g. de acido 1 — hexanosulfonico en agua y enrazar a
500 mL, filtrar a través de un filtro de membrana de 0,45 um de nylon.

* Preparacion del diluyente ;

Mezclar agua y metanol (30:10) y agregar 1 gota de acido fosforico luego
verificar el pH en aproximadamente 3.0. '

¢ Preparacion del estandar mixto:

Transferir 50 mg de fenilefrina clorhidrato, exactamente pesados, a una fidla de
100 mL, adicionar 30 mL de diluyente, mezclar, dejar equilibrar a temperatura
ambiente y completar a volumen con diluyente. Pesar 100 mg de guayfenesina a
una fidla de 100 mL, transferir 10,0 mL dé la solucion esténdér de fenilefrina
clorhidrato a fiéla de 100 mL y completar a volumen con diluyente, mezclar.
(Conc. aprox. de 0,05 mg/mL de fenilefrina clorhidrato y 1 mg/mL de
guaifenesina), filtrar una porcién de esta solucion a través de un filtro de
membrana de 0,20 um de nylon descartando los primeros mL del filtrado.

¢ Preparacion de la muestra:

Transferir 5SmL de jarabe (+ 5 mg de fenilefrina clorhidrato y 100 mg de
guaifenesina), exactamente medidos, a una fiola de 100 mL, adicionar 40 mL de
'diluyente dejar equilibrar a térnperatura ambiente y completar a volumen con
diluyente, mezclar, (conc. aprox. de 0,05 mg/ mL de fenilefrina clorhidrato y 1
mg/ mL de guaifenesina), filtrar una porcién de esta solucion a través de un filtro

de membrana de 0,20 pm de nylon descartando los primefoé mL del filtrado.

14



* Condiciones cromatograficas:

Longitud de onda : 280 nm
Flujo : 1,0 mU/minuto
Vol. De inyeccién 20 L
Temperatura : ambiente
Columna . Eclipse XDB-Phenyl C18 de 4,6 x 250 mm 5-pm
Tiempos de retencion
Fenilefrina : 10 min aproximadamente.
Guaifenesina : 20 min aproximadamente.
» Calculos:

Fenilefrina Clorhidrato

Factor de calibracion del estandar de fenilefrina clorhidrato:

WSt 10 PotSt

Fst= 750 100~ 100
Dénde:
W St : Peso del estandar en miligramos
Pot St : Potencia tal cual del estandar de referencia

Factor de dilucion de la muestra:

100
Fmp = V—mpx Vol.declarado

Doénde:

Vm : Volumen de la muestra problema en mililitros
Vol. Declarado : Volumen declarado en la etiqueta 5SmL
Formula para el calculo de fenilefrina clorhidrato (5mg/5mL) jarabe

contenidoenmg = mx Fst x Fmp
Area St
Donde:
Area mp : Area de muestra
Area St : Area del estandar
Fst : Factor del estandar
Fmp : Factor de la muestra

Férmula directa:
Area mp x Peso St x 10 x 100 x Pot. St x Volumen declarado
Area Stx 100 x 100 x Volumen de muestra x mg/5mL

contenido enmg =
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Donde:

Area mp : Area de la muestra

Area St : Area del estandar

Peso St : Peso del estandar

Pot. St : Potencia tal cual del estandar

Guaifenesina:
Factor de calibracion del estandar de guaifenesina:

Fet o W St Pot St
=700 * 100
Doénde:
W St : Peso del estandar en miligramos
Pot St : Potencia tal cual del estandar

Factor de dilucién de la muestra:

100
Fmp = mx Vol.declarado

Doénde:
Vmp : Volumen de la muestra en mililitros
Férmula para el célculo de guaifenesina (100mg/5mL) jarabe

contenido en mg = M—x Fst x Fmp
Area St
Dénde:
Area mp : Area de muestra
AreaSt  : Area del estandar
Fst : Factor del estandar
Fmp : Factor de la muestra

Formula directa

Area mp x Peso St x 100 x Pot. St x Volumen declarado
Area St x 100 x Volumen de muestra x mg/5mL

contenidoenmg =

Donde:

Area mp : Area de la muestra
Area St : Area del estandar
Peso St : Peso del estandar
Pot. St : Potencia del estandar

a
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3.4.1.2. Dextrometorfano bromhidrato.

e Fase movil:

Pesar 1,44 g de lauril sulfato de sodio disolver en 300 mL de agua purificado. A
esta solucion agregar 5,5mL de trietanolamina, iuego llevar a un pH 2,8 - 2,9
con acido fosférico, agregar 200mL de acetonitrilo dejar equilibrar a temperatura
ambiente finaimente mezclar y filtrar a través de un filtro de membrana de 0,45 -
Hm de nylon.

e Preparacion del estandar:

Transferir 25 mg de dextrometorfano bromhidrato, exactamente pesados, a una
fiola de 25 mL, adicionar 10 mL de fase movil, mezclar, dejar equilibrar a
temperatura ambiente y completar a volumen con fase moévil. Transferir 1 mL de
la dilucién anterior a una fiola de 10 mL y llevar a volumen con fase mouvil,
mezclar (conc. aprox. de 0,1 mg/mL de dextrometorfano bromhidrato). Luego
filtrar una porcion de esta solucion a través de un filtro de membrana de 0,20 pm

de Nylon descartando los primeros mL del filtrado.

» Preparacion de la muestra:

Transferir 5 mL de jarabe (10 mg de dextrometorfano bromhidrato) a una fiéla de
100 mL, adicionar 40 mL de fase movil dejar equilibrar a temperaturé ambiente y
completar a volumen con fase movil, mezclar (conc. aprox. de 0,1 mg/mL de
dextrometorfano bromhidrato). Luego filtrar una porcion de esta solucion a través
de un filtro de membrana de 0,20 ym de nylon descartando los primeros mL del
filtrado.

"¢ Condiciones cromatografias:

Longitud de onda 1 265 nm

Flujo : 1,5 mL/minuto

Vol. De inyeccién 2100 pL

Temperatura . - ambiente

Columna : Eclipse XDB-C18 de 4,6 x 150 mm 5-uym
Tiempo de retencion : 20 min aproximadamente

* Calculos:

Factor de calibracion del esféndar de dextrometorfano bromhidrato.

e WSt 1 Potst
U= 257 10" 100
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Dénde:

W St : Peso del estandar en miligramos
Pot St : Potencia tal cual del estandar

Factor de dilucion de la muestra:

00
Fmp = mx Vol.declarado
Dénde:
Vmp : Volumen de la muestra en mililitros

Férmula para el calculo de dextrometorfano bromhidrato (10mg/5mL) jarabe

tenid kil Fstx F
= —_— X rm
contenido enmg = ———=-xFs p
Dénde:
Area mp : Area de muestra
Area St : Area del estandar
Fst : Factor del estandar
Fmp : Factor de la muestra

Formula directa:

Areamp x Peso Stx 1 x 100 x Pot. St x Volumen declarado
Area Stx 25 x 10 x Volumen de muestra x mg/5mL

contenidoenmg =

| Dénde:
Area mp - Area de la muestra
Area St - Area del estandar
Peso St : Peso del estandar
Pot. St : Potencia del estandar

3._4.2. Aptitud del sistema

Se evalua a través de inyecciones repetidas de solucion estandar, empleando
los datos de cinco inyecciones repetidas del analito para calcular la desviacion
estandar relativa porcentual, cuando la especificacion es menor de 2%, se usa
este procedimiento para determinar si cumple con los requisitos de precision del
sistema cromatografico |
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3.4.3. Desarrollo de los parametros de validacion.

3.4.3.1. Especificidad — Selectividad

a. Determinacion de los picos cromatograficos provenientes de los

reactivos utilizados durante el analisis '

» Fase movil.-Se preparar fase mévil por duplicado como indica en la técnica y
filtrar en un vial por separado usando filtro de membrana de 0,20 ym de nylon
e inyectar dos inyecciones de cada uno, se determina si hay respuesta.

* Diluyente.- Se prepara diluyente por duplicado como se indica en la técnica
analitica y se filtra en un vial por separado usando filtro de membrana de 0,20
pm de nylon e inyectar dos inyecciones de cada uno, se determina si hay
respuesta. _

b. Determinacion de picos cromatograficos de excipientes en el placebo,

sin contenido de activo

e Muestra placebo: Transferir 5 mL de la preparacién placebo exactamente
medidos, a una fiéla de 100 mL, adicionar 40 mL de diluyente dejar equilibrar
a temperatura ambiente y completar a volumen con diluyente, mezclar, filtrar
una porcién de esta solucion a través de un filtro de membrana de 0,20 um de
nylon descartando los primeros mL del filtrado, préparar por duplicado y
realizar dos inyecciones de cada uno.

c. Determinacion de picos cromatograficos de excipientes en el placebo, al

que se le afiade el 100% de concentraci6n del principio activo. ‘

Para fenilefrina clorhidrato y guaifenesina:

» Muestra placebo mas principio activo: Agregar 101,37 mg de principio activo
de fenilefrina clorhidrato, agregar 2,02 mg de principio activo de guaifenesina
ala muestra placebo en una fila de 100 mL, de esta solucion transferir 5 mL
a una fidla de 100 mL y aforar con diluyente,(conc. aprox. de 0,05 mg/mL de -
fenilefrina clorhidrato), (conc. aprox de 1 mg/mL de guaifenesina), filtrar una
porcion de esta solucion a través de un filtro de membrana de 0,20 pm de
nylon descartando los primeros mL del filtrado, preparar la muestra por
duplicadoy realizar dos inyecciones de cada uno.

Para dextrometorfano bromhidrato:

e Muestra placebo mas principio activo: Agregar 210,64 mg de principio activo
de dextrometorfano bromhidrato a la muestra placebo en una fidla de 100 mL,
de esta solucién transferir 5 mL a una fidla de 100 mL y aforar con diluyente,
(conc. aprox. de 0,1 mg/mL de dextrometorfano bromhidrato). Luego filtrar una
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porcion de esta solucion a través de un filtro de membrana de 0,20 pm de
nylon descartando los primeros mL del filtrado, preparar la muestra por
duplicado realizar dos inyecciones dé cada uno. '

b. Determinacion de picos cromatograficos del control negativo (para

poder evaluar la capacidad de distinguir otro analito).

Prepérar una solucion muestra usando otro producto que no contenga el

principio activo, en este caso se utilizara como muestra a un producto que

contiene cetirizina diclorhidrato como activo, Transferir 5 mL de la solucién
muestra (jarabe) a una ficlade 100 mL y aforar con diluyente, filtrar una porcion
de esta solucion a través de un filtro de membrana de 0,20 um de nylon

descartando los primeros mL del filtrado, preparar la muestra por duplicado y'

realizar dos inyecciones de cada uno.

d. Determinacion de picos cromatograficos de impurezas relacionados a la

fenilefrina clorhidrato, guaifenesina y dextrometorfano brombhidrato.

Placebo mas 100% de principio activo.

Para fenilefrina clorhidrato y guaifenesina:

s Muestra sometido a estrés (50° durante 1hora).- Se transfiri6 5 mL de muestra
a una fidla de 100 mL, adicionar 40 mL de diluyente dejar equilibrar a
temperatura ambiente y completar a volumen con diluyente, mezclar, (conc.
aprox. de 0,05 mg/mL de fenilefrina clorhidrato), (conc. Aprox. de 1 mg/mL de
guaifenesina), filtrar una porcion de esta solucion a través de un filtro de
membrana de 0,20 pm de nylon descartando los primeros mL del filtrado,
preparar la muestra por duplicado y realizar dos inyecciones de cada uno.

_Para dextrometorfano bromhidrato:

e Muestra sometido a estrés (50° durante 1hora).- Se transfirié 5 mL de muestra
a una fidla de 100 mL, adicionar 40 mL de diluyente dejar equilibrar a
temperatura ambiente y completar a volumen con diluyente, (conc. aprox. de
0,1 mg/mL de dextrometorfano bromhidrato). Luego filtrar una porcién de esta
solucion a través de un filtro de membrana de 0,20 ym de nylon descartando
los primeros mL del filtrado, preparar la muestra por duplicad'o.

3.4.3.2. Linealidad. Este ensayo se determina empleando estandares de

referencia en las concentraciones de 80%, 90%, 100%, 110%, 120% para

determinar la linealidad del sistema, y se realiza ensayos empleando placebo +

activo (muestra) en las concentraciones de 80%, 90%, 100%, 110%, 120% para

determinar la linealidad del método.
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a. Linealidad del sistema. Se efectia empleando estandares de referencia en

las concentraciones de 80%, 90%, 100%, 110% y 120%, se prepara las

muestras por triplicado pesados independientemente, realizar inyecciones por

triplicado de cada preparacién del estandar segun el método analitico.

Para fenilefrina clorhidrato y guaifenesina:

Solucién estandar al 80%. Pesar 40,54 mg de fenilefrina clorhidrato., llevar a
una fiola de 100 mL, aforar a volumen con diluyente, transferir 10 mL de esta
solucién a una fidla de 100 mL, agregar a esta fiéla 80,80 mg de guaifenesina
mezclar y aforar a volumen con diluyente corresponde a 0,04 mg/mL de
fenilefrina clorhidrato, y 0,8 mg/mL de guaifenesina. _

Solucién estandar al 90%. Pesar 45,61 mg de fenilefrina clorhidrato, llevar a
una fiola de 100 mL, aforar a volumen con diluyente, transferir 10 mL de esta
‘solucién a una fidla de 100 mL, agregar a esta fidla 90,90 mg de guaifenesina
mezclar y aforar a volumen con diluyente corresponde a 0,045 mg/mL de
fenilefrina clorhidrato, y 0,9 mg/mL de guaifenesina.

Solucion estandar al 100%. Pesar 50,68 mg de fenilefrina clorhidrato., llevar
a una fiola de 100 mL, aforar a volumen con diluyente, transferir 10 mL de
esta solucion a una fidla de 100 mL, agregar a esta fidla 101,00 mg de
guaifenesina mezclar y aforar a volumen con diluyente corresponde a 0,05
mg/mL de fenilefrina clorhidrato, y 1 mg/mL de guaifenesina.

Solucion estandar al 110%. Pesar 55,70 mg de fenilefrina‘clorhidréto., llevar
a una fidla de 100 mL, aforar a volumen con diluyente, transferir 10 mL de
esta solucién a una fidla de .1_00 mL, agregar a esta fidla 111,10 mg de
guaifenesina, mezclar y aforar a volumen con diluyente corresponde a 0,055
mg/mL de fenilefrina clorhidrato, y 1,1 mg/mL deé guaifenesina.

Solucion estandar al 120%. Pesar 60,82 mg de fenilefrina clorhidrato, llevar
a una fiola de 100 mL, aforar a volumen con diluyente, transferir 10 mL de
esta solucidén a uﬁa fiola de 100 mL, agregar a esta fidla 121,20 mg de
guaifenesina mezclar y aforar a volumen con diluyente corresponde a 0,060
mg/mL de fenilefrina clorhidrato, y 1,2 mg/mL de guaifenesina.

Para dextrometorfano bromhidrato:

Solucién estandar al 80%. Pesar 21,06 mg de dextrometorfano bromhidrato,
y llevar a una fiola de 25 mL, aforar a volumen con fase movil, transferir 1 mL
de esta solucién a una fiéla de 10 mL, mezclar y aforar a volumen con fase

movil, corresponde a 0,08 g/mL de dextrometorfano bromhidrato.
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e Solucidn estandar al 90%. Pesar 23,70 mg de dextrometorfano bromhidrato,
y llevar a una fidla de 25 mL, aforar a volumen con fase maovil, transferir 1 mL
de esta solucion a una fidla de 10 mL, mezclar y aforar a volumen con fase
movil, corresponde a 0,09 g/mL de dextrometorfano bromhidrato.

* Solucién estandar al 100%. Pesar 25 mg de dextrometorfano bromhidrato., y
Ilevér a una fiéla de 25 mL, aforar a volumen con fase movil, transferir 1 mL de
esta solucion a una fiéla de 10 mL, mezclar y aforar a volumen con fase mévil,
corresponde a 0,1 g/mL de dextrometorfano bromhidrato. '

¢ Solucion estﬁndar al 110%. Pesar 28,96 mg de dextrometorfano
bromhidrato, y llevar a una fiéla de 25 mL, aforar a volumen con fase movil,
transferir 1 mL de esta solucion a una fiéla de 10 mL, mezclar y aforar a
volumen con fase movil, corresponde a 0,11 g/mL de dextrometorfano
bromhidrato.

e Solucién estandar al 120%. Pesar 3160 mg de dextrometorfano
bromhidrato, y llevar a una fidla de 25 mL, aforar a volumen con fase movil,
transferir 1 mL de esta solucion a una fiéla de 10 mL, mezclar y aforar a
volumen con fase mévil, corresponde a 0,12 g/mL de dextrometorfano
bromhidrato.

b. Linealidad del método: Se trabaja a diferentes concentraciones de

placebo mas principio activo.

Para fenilefrina clorhidrato y gua'rfenesin_a'

e Solucién placebo mas principio activo al 80%. Pesar 40,54 mg de

| fenilefrina clorhidrato, llevar a una fiéla de 50 mL',‘ pesar 842,556 mg de
guaifenesina y agregar a la misma fiola de 50 mL, aforar a volumen con .
placebo, tomar 5 mL de esta solucion y llevar a una ficla de 100 mL, mezclar y
aforar a volumen con diluyente, corresponde a 0,04 mg/mL de fenilefrina
clorhidrato y 0,8 mg/mL de guaifenesina.

* Soluciéon placebo mas principio activo al 90%. Pesar 45,61 mg de
fenilefrina clorhidrato., llevar a una fidla de 50 mL, pesar 947,87 mg de
guaifenesina y agregar a la misma fidla de 50 mL, aforar a volumen con
placebo, tomar 5 mL de esta solucién y llevar a una fiéla de 100 mL, mezclar y
aforar a volumen con diluyente, corresponde a 0,045 mg/mL de fenilefrina
clorhidrato, y 0,9 mg/mL de guaifenesina.

» Solucién placebo mas principio activo al 100%. Pesar 50,68 mg de
fenilefrina clorhidrato, llevar a una fidla de 50 mL, pesar 1053,51 mg de
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guaifenesina y agregar a la misma fidla de 50 mL, aforar a volumen con
placebo, tomar 5 mL de esta solucién y llevar a una fiéla de 100 mL, mezclar y
aforar a volumen con diluyente, corresponde a 0,05 mg/mL de fenilefrina
clorhidrato, y 1 mg/mL de guaifenesina. |

¢ Solucion placebo mas principio activo al 110%. Pesar 55,75 mg de
fenilefrina clorhidrato, llevar a una fidéla de 50 mL, pesar 1158,51 mg de
guaifenesina y agregar a la misma fiéla de 50 mL, aforar a volumen con
placebo, tomar 5 mL de esta solucién y llevar a una fidla de 100mL, mezclar y
aforar a volumen con diluyente, corresponde a 0,055 mg/mL de fenilefrina
clorhidrato, y 1,1 mg/mL de guaifenesina.

« Solucién placebo mas principio activo 120%. Pesar 60,82 mg de fenilefrina
clorhidrato, llevar a una fiéla de 50 mL, pesar 1263,83 mg de guaifenesina y
agregar a la misma fiéla de 50 mL, aforar a volumen con placebo, tomar 5mL
de esta solucion y llevar a una fiéla de 100mL, mezclar y aforar a volumen con
diluyente, corresponde a 0,06 mg/mL de fenilefrina clorhidrato y 1,2 mg/mL de
guaifenesina.

Para dextrometorfano bromhidrato: _

¢ Solucién placebo mas principio activo 80%. Pesar 84,26 mg de
dextrometorfano bromhidrato, y lievar a una fidla de 50 mL, aforar a volumen
con placebo, transferir 5 mL de esta solucién a una fiéla de 100 mL, mezclar y _
aforar a volumen con fase mévil, corresponde a 0,08 g/mL de dextrometorfano
bromhidrato. ’

» Solucidn placebb mas principio activo al 90%. Pesar 94,79 mg de
dextrometorfano bromhidr_ato., y llevar a una fiéla de 50 mL, aforar a volumen
con placebo, transferir 5 mL de esta solucién a una fidla de 100 mL, mezclar y
aforar a volumen con fase movil, corresponde a 0,09 g/mL de dextrometorfano
bromhidrato. _ '

* Solucion placebo mas principio activo al 100%. Pesar 105,32 mg de
dextrometorfano bromhidrato, y llevar a una fiéla de 50 mL, aforar-a volumen
con placebo, transferir 5 mL de esta solucion a una fidla de 100 mL, mezclar y
aforar a volumen con fase movil, corrésponde a 0,1 g/mL de dextrometorfano
bromhidrato.

» Solucion placebo mas principio activo al 110%. Pesar 115,85 mg de
dextrometorfano bromhidrato y llevar a una fiéla de 50 mL, aforar a volumen

con placebo, transferir 5 mL de esta solucion a una fiéla de 100 mL, mezclar y
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aforar a volumen con fase movil, Corresponde a 0,11 g/mL de
dextrometorfano bromhidrato.

¢ Solucion placebo mas principio activo al 120%. Pesar 126,38 mg de
dextrometorfano bromhidrato, y llevar a una fila de 50 mL, aforar a volumen
con placebo, transferir 5 mL de esta solucién a una fidla de 100 mL, mezclar y
aforar a volumen con fase mévil, corresponde a 0,12 g/mL de dextrometorfano
bromhidrato.

3.4.3.3. Precision:

Este ensayo se realiza para determinar la capacidad de un método ana!iticd para

dar resultados semejantes o alrededor del valor medio o central cuando se

aplican analisis repetidos a una muestra homogénea.

a. Precision del sistema o repetibilidad instrumental:

Se realiza bajo las mismas condiciones operativas, se prepara 10 soluciones de

estandares exactamente pesados y a una concentracion Unica del 100%,

haciendo las mismas‘di!uciones que'se, hacen para estandar en el método

- analitico. '

Para fenilefrina clorhidrato y guaifenesina

 Preparacion del estandar.Transferir 50 mg de fenilefrina clorhidrato,

exactamente pesados, a una fidla de 100 mL, adicionar 30 mL de diluyente,

mezclar, dejar equilibrar a temperatura ambiente y completar a volumen con

diluyente. Pesar 100 mg de guayfenesina a una fidla de 100 mL, transferir 10 mL

de la solucién estandar de fenilefrina clorhidrato a fidla de 100 mL y completar a

volumen con diluyente, mezclar. (conc. aprox. de 0,05 mg/mL de fenilefrina

clorhidrato y 1 mg/mL de guaifenesina), filtrar una porcion de esta solucion a

través de un filtro de membrana de 0,20 pm de nylon descartando los primeros

mL del filtrado, inyectar por triplicado cada muestra.

Para dextrometorfano bromhidrato ,

e Preparacion del estandar.Transferir 25 mg de dextrometorfano bromhidrato,

exactamente pesados, a una fidla de 25 mL, adicionar 10 mL de fase mévil,

mezclar, dejar equilibrar a temperatura ambiente y completar a volumen con fase

mévil. Transferir 1 mL de la dilucién anterior a una fiéla de 10 mL y llevar a

volumen con fase maévil, mezclar (conc. aprox. de 0,1 mg/mL de dextrometorfano

bromhidrato).

Luego filtrar una porcién de esta solucion a través de un filtro de membrana de

0,20 pm de nylon descartando los primeros mL del filtrado.

a
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b. Repetibilidad del método:

Este ensayo sirve para determinar la dispersion de varias muestras homdgéneas
del placebo mas principio activo al 100% 6 producto, se realiza bajo las mismas
condiciones operativas, se prepara 10 muestras del producto a una
concentracion tnica de 100% haciendo las mismas diluciones que se hacen para
la muestra problema a dicha concentracion. '

Para fenilefrina clorhidrato y guaifenesina

* Preparacion de la muestra.-Transferir 5mL de jarabe (5 mg de fenilefrina
clorhidrato y 100 mg de guaifenesina), exactamente medidos, a una fidla de 100
mL, adicionar 40 mL de diluyente dejar equilibrar a temperatura ambiente y
completar a volumen con diluyente, mezclar, (conc. aprox. de 0,05 mg/mL de
fenilefrina clorhidrato y 1 mg/mL de guaifenesina), filtrar una porcion de esta
solucién a través de un filtro de membrana de 0,20 ym de nylon descartando los
primeros mL del filtrado. | '

Para dextrometorfano bromhidrato

e Preparacion de la muestra. Transferir 25 mg de dextrometorfano
bromhidrato, exactamente pesados, a una fidla de 25 mL, adicionar 10 mL de
fase movil, mezclar, dejar equilibrar a temperatura ambiente y completar a
volumen con fase movil. Transferir 1 mL de la dilucién anterior a una fila de 10
mL y llevar a volumen con fase movil, mezclar (conc. aprox. de 0,1 mg/mL de
dextrometorfano bromhidrato). Luego filtrar una porcién de esta solucién a través
de un filtro de membrana de 0,20 pym de nylon descartando los primeros mL del
fitrado. |

c. Precision intermedia.

Este ensayo sirve para detemminar la variacién o dispersion de resultados de
muestras del producto analizados por dos analistas en dias diferentes y dentro
del mismo laboratorio con columnas diferentes, se debe preparar 10 muestras
homogéneas del placebo de excipientes mas principio éctivo al 100% o
producto. Realizar las mismas diluciones que se hacen para la muestra problema
- segun el método analitico.

3.4.3.4. Exactitud |

Este ensayo se realiza para determinar el grado de concordancia o diferencia
entre la media de los resultados del ensayo y el valor verdadero. Se emplean
placebos mas excipientes a los que se adicionan cantidades exactas de principio

activo para obtener solucién muestra a las concentraciones de 80%, 100% vy
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120% al cual se le adiciona una cantidad de principio activo, analizar cada

muestra por triplicado, preparando cada muestra con las mismas diluciones que

se hacen para la muestra problema a dicha concentracion.

Para fenilefrina clorhidrato y guaifenesina:

Solucién placebo mas principio activo al 80%: Pesar 40,54 mg de fenilefrina
clorhidrato, llevar a una fiéla de 50 mL, pesar 842,55 mg de guaifenesina y
agregar a la misma fiola de 50 mL, aforar a volumen con placebo, tomar 5 mL
de esta solucién y llevar a una fiéla de 100 mL, mezclar y aforar a volum’en
con diluyente, corresponde a 0,04 mg/mL de fenilefrina clorhidrato, y 0,8
mg/mL de guaifenesina.

- Solucién placebo mas principio activo al 100%: Pesar 50,68 mg de fenilefrina

Clorhidrato, llevar a una fiéla de 50 mL, pesar 1053,51 mg de guaifenesina y'
agregar a la misma fidla de 50 mL, aforar a volumen con placebo, tomar 5 mL
de esta solucién y llevar a una fiéla de 100 mL, mezclar y aforar a volumen
con diluyente, corresponde a 0,05 mg/mL de fenilefrina cloridratoh, y 1 mg/mL
de guaifenesina.

Solucion placebo mas principio activo 120%: Pesar 60,82 mg de fenilefrina
clorhidrato, llevar a una fiéla de 50 mL, pesar 1263,83 mg de guaifenesina y
agregar a la misma fiéla de 50 mL, aforar a volumen con placebo, tomar 5 mL
de esta solucion y llevar a una fiéla de 100 mL, mezclar y aforar a volumen
con diluyente, corresponde a 0,06mg/mL de fenilefrina clorhidrato, y 1,2
mg/mL de guaifenesina. '

Para dextrometorfano bromhidrato:

Solucién placebo mas principio activo 80%. Pesar 84,26 mg de
dextrometorfano bromhidrato y lievar a una fiéla de 50 mL, aforar a volumen
con placebo, transferir 5 mL de esta solucion a_uné ficla de 100 mL, mezclar y
aforar a volumen con fase movil, corresponde a 0,08 g/mL de dextrometorfano
bromhidrato.

Solucién placebo mas principio activo al 100%. Pesar 105,32 mg de
dextrometorfano bromhidrato y llevar a una fiéla de 50 mL, aforar a volumen
con placebo, transferir 5 mL de esta solucién a una fiéla de 100 mL, mezclar y
aforar a volumen con fase movil, correspoﬁde a 0,1 g/mL de dextrometorfano
bromhidrato. '

Solucién placebo mas principio activo al 120%. Pesar 126,38 mg de

dextrometorfano bromhidrato y llevar a una fiéla de 50 mL, aforar a volumen

1
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con placebo, transferir 5 mL de esta solucién a una fidla de 100 mL, mezclar y
aforar a volumen con fase movil, corresponde a 0,12 g/mL de dextrometorfano
bromhidrato. -
3.5. Analisis de datos estadisticos
. Los resultados obtenidos fueron introducidos en un ordenador Excel y se calculé
el contenido, los promedios, desviacion estandar, coeficiente de variacion,
regresion lineal, y el intervalo de confianza y se realizé la interpretaéién
estadistica mediante la prueba de t de Student y G de Cochram, para comparar
se realizé el analisis de varianza con un 95% de confianza; para hallar el grado

de eficacia significativa.

3.5.1.Aptitud del sistema: La solucion preparada se inyecta 10 veces. Verificar -
los calculos de platos tedricos, de factor de cola o tailing y calcular la desviacion

estandar relativa porcentual.

PARAMETROS DE LA USP ESPECIFICACION

0,
Desviacion Estandar Relativa (RSD) Igualie. merer quess, oy

Platos Tedricos
Factor Tailing (T)

Igual o Mayor a 1500
Igual o Menor que 2,0

3.5.2. Selectividad — Especificidad: las muestras inyectadas deben cumplir con

las siguientes especificaciones:

DATOS CUALITATIVOS
MUESTRA ' - DETALLE
Fase movil : La corrida de fase movil no debe mostrar

picos en el tiempo de retencion del
principio activo analizados por este método

Diluyente La corrida del diluyente no debe mostrar
picos en el tiempo de retencion del
principio activo analizados. por este método

Placebo de excipientes puros La corrida de placebo puro no debe
' mostrar picos que interfieran con el tiempo
de retencion del principio active analizados

por este método

Placebo de excipiente + principio activo La corrida de placebo de excipiente puro +
principio activo debe mostrar el pico con el
tiempo de retencién semejante al de la
técnica analitica en estudio

27



Estandar de fenilefrina clorhidrato, Para la confirmacion de los tiempo de
guaifenesina y dextrometorfano retencion de los principios activos se
brombhidrato. inyecta los estandares de referencia, y se
' debe obtener picos con tiempos de
retencion caracteristicos, el cual debe ser

igual al del placebo + excipiente

Muestra sometido a estrés: bafio maria La corrida de la muestra sometido a estrés

a 50°C, a otro pH no debe mostrar picos que interfieran con
el tiempo de retencion de los principios
activos analizados por este método

3.5.3. Linealidad:
Calculo de la recta de regresion

» Ecuacién de la recta:

y=bx+a

Donde:
X: Concentracién del analito
Y: Valor de la respuesta en area del pico cromatografia
b: Valor de la pendiente en la recta
a: Valor del intercepto de la recta con el eje “y”

e Foérmula para hallar la pendiente “b”

' Zxyy
b 0 y-y Iy
¥(x ~ x)? T2 - Ex)?
e Foérmula para hallar “a”
_ Yy —bix
a=y-— bx——n—

Interpretacién estadistica de la regresion lineal

a. Coeficiente de correlacién_“r".: El coeficiente de correlacion “r’, permite
establecer si existe relacion entre las variables x (Concentracién) e y
(Respuesta) .

* Test de Hipétesis para el Coeficiente de correlacion “r”

" Hy: “r" es diferente de 1 '

Criterio de aceptacion: “r’ no debe ser significativamente diferente de 1

_ Lykx
T );?2 )
(- 2
Lyt = Ryt =)
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¢ Coeficiente de determinacién.- Es el cuadrado— del coeficiente de
correlacién “r’, e indica la proporcidn de la varianza total de “y”. este debe
~ser mayor o igual a 0,990 para ingredientes activos para una formula.
e Test de hipotesis para demostrar regresién en funcién del
coeficiente de correlacion “r”
- Ho=no hay correlacion entre x e y
H,= Presenta correlacion |
Criterio de aceptacion.- Si el valor de “t" obtenido es mayor que el de “t°de
tabla, calculado para (n-2) grados de libertad y un nivel de significancia del 95%
(probabilidad, p= 0,05), entonces si hay correlacién entre “x” e "y"

Calculo de “t": t exp

b. Testde Linealidad

« Desviacion estandar relativa de los factores de respuesta “f”
Criterio de aceptacion: RSD < 5%

Calculo de “f"

+ Significancia estadistica de la varianza de la pendiente “b”
Test de Hipoétesis para la pendiente “b”: Hy: b =0
Criterio de aceptacion “b”: debe ser significativamente diferente de cero

Calculo de la varianza de la pendiente:S,’

s B
_Z(x_x)z—zxz—-@—;?—z—

sz
Calculo de la varianza del error experimental total: Szx,,

zy?—afy-b¥xy YO -y)?A-r)?

n—2 n—2

$*ny=
Calculo de la desviacion estandar de la pendiente: S,

Sp.100

Sp= Sb? Spyreal(%) = —
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Calculo de los limites de confianza de la pendiente:
" b=+ttabla$,

Dénde: “t wwa” €s el valor de la distribucién de Student para (n-2) grados de
libertad y un grado de significancia del 95% (probabilidad, a = 0.05)

Calculo del valor de “t” experimental: t ¢x,

b
texp = 55

Criterio de aceptacion: Si te,(p>'tta.,,a: para a = 0.05 y (n-2) grados de libertad, .
entonces “b” es significativamente diferente de cero y se rechaza la hipotesis
nula (Hp)

c. Test de proporcionalidad
. Sighiﬁcancia estadistica de la varianza del intercepto “a”:

Test de hipétesis para el intercepto “a”: H,. a =0
Criterio de aceptacion: “a” no debe ser significativamente diferente de cero.
Calculo de la varianza del intercepto: S,

s, o Sy @xh) | s’xy (Bx?)
FTTEx ) pe-Gn
n

Calculo de la varianza del error experimental total: §%,

Zy?-aZy-bwy _$O -y’ -1)?

n-2 n—2

S2xy =

Calculo de la desviacion estandar del intercepto: S,

' S,
Sa= Sa* Sareal(%) = “:°°

Calculo de los limites de confianza del intercepto:
a = *ttabla$,
Dénde:
‘" es el valor de la distribucion de Student para (n-2) grados de libertad con una

probabilidad de a = 0.05
Calculo del valor de “t” experimental: te,,

a

texp=§
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Criterio de aceptacion: Si teg <t s, para a = 0,05, (n-2) grados de libertad
entonces “a” no es significativamente diferente de cero y se rechaza la hipotesis
nula (Hp). _

3.4.4. Precision: EIl RSD debe ser = 2% para los diferentes métodos de analisis

a. Precision del sistema
Intervalo de confianza individual: p= X *t.S

Dénde: tina 005=2,306 para n-1 grados de libertad (9-1=8) y un nivel de
confianza de 95%

‘=X %t S, de los datos que se va obtener:

p=......% 2,306 (S)

Entonces....... - (L <R

Intervalo de confianza de lamedia: y=X1tS/ n

Dénde: t,;b;a; 00s=2,306 para n-1 grados de libertad (9-1=8) y un nivel de
confianza de 95%

t
L =x+ L P
n

Entonces:....< VIE -

b. Precision intermedia
Intervalo de confianza individual: g = xt tepa X S ,
Donde: t exp =2,110 para n -1 grados de libertad (18-1=17) y un nivel de
confianza de 95%
De los datos due se van a obtener: p =x + 2.110X S
Entonces:....< g < .....
Intervalo de confianza de la media: p=x+tX S/ n
Dénde: t., =2,110 para n-1 grados de libertad (18-1=17) y un nivel de

confianza de 95%.

3.5.5. Exactitud:

a. Determinacion de pbrcentaje de recuperacion

Xh
%R = ExlOO
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Ademas: 98% < %R < 102%

Dénde:

%R : Porcentaje de recuperacion

Xh : Cantidad de analito hallado

Xa : Cantidad de analito afiadido

b. Aplicacién de test de “t” de Student

Criterio de aceptacion.- Si el “t" experimental es menor al ‘t’” de tablas (t tabtas;
0.0s: 2,306), para (n-1) = 8 grados de libertadad y un nivel de aceptacion del 85%
(p= 0.05), entonces no existe diferencias significativas entre la recuperacion

media y la cantidad afadida del analito.
Calculo de t experimental

100-R - n

texp =
Dénde: , aR
R : Porcentaje de recuperacion promedio de todos los datos
n : Nimero de mediciones

RSD : Desviacion estandar relativa o Eoeﬁciente de variacion del total de
mediciones. Si texp < tiablas

Intervalo de conﬁaﬁza de porcentaje de recuperacion

Doénde: t = 2,306 para n-1 grados de libertad = 9-1=8 y un nivel de confianza del
95%

tg.
L= 8:0.005 ¢

Entonces...... ) T2 — =

Rango:
En el siguiente cuadro, mostramos los rangos permitidos para las diferentes
pruebas.

ENSAYOS : RANGQ
LINEALIDAD 80,0% - 120,0%
PRECISION 80,0%' -120,0%
EXACTITUD 80,0% - 120,0%
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V. RESULTADOS
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Tabla 1.Aptitud del sistema segunparametros y criterios de adecuacion de la
guaifenesina, fenilefrina clorhidrato y dextrometorfane bromhidrato,
Gencopharmaceutical Lima -2014.

“RESULTADOS
w s
23 88 88 :
£ 5 o< 2 g © 5
w < w =2 w = o =
= 2 = - & @ = S
<2 z A E & g s g
= o 2 O < 2 T 3
o S '2 =
& %
: el
Tiempode RSD< 2,0% 0,33% 0,20% 1,38%
retencion '
(a]
g
o
| .
D Areas RSD < 2,0% 0,13% 0,18% 0,16%
a
w
©
Platos No menor a 11193 7618 9675
8 Tedricos 1500 .
w O
2%
g‘:’ Factorde  Menorde 2 0,66 0,58 086
<s cola o Tailing
.o
V4
Q
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Tabla 2. Selectividad-especificidad, porcentaje de interferencia al determinar la
guaifenesina, fenilefrina clorhidrato y dextrometorfano bromhidrato, medido por la
adicion de interferentes en el estandar y placebo, Gencopharmaceutical Lima -

2014,
“PA MUESTRA ESPECIFICACION PORCENTAJE DE RESULTADOS
(INTERFERENCIA) INTERFERENCIA
Fase movil No mayor de 2,0% No se observa interferencia Conforme
Diluyente No mayor de 2,0% No se observa interferencia Conforme
Placebo No mayor de 2,0% No se observa interferencia Conforme
% Placebo + PA —_ No se observa interferencia Conforme
w PA - No se observa interferencia Conforme
ué Control Negativo No mayor de 2,0% No se observa interferencia Conforme
o Muestra sometido a No mayor de 2,0% No se observa interferencia Conforme
estrés
Muestra a otro pH No mayor de 2,0% No se observa interferencia Conforme
Fase movil No mayor de 2,0% No se observa interferencia Conforme
) Diluyente No mayor de 2,0% No se observa interferencia Conforme
§ Placebo No mayor de 2,0% No se observa interferencia Conforme
g Piacebo + PA —— No se observa interferencia Conforme
‘2‘ PA - No se observa interferencia Conforme
E Control Negativo No mayor de 2,0% No se observa interferencia Conforme
; Muestra sometido a No mayor de 2,0% No se observa interferencia Conforme
W estrés
Muestra a otro pH No mayor de 2,0% No se observa interferencia Conforme
Fase movil No mayor de 2,0% No se observa interferencia Conforme
- Diluyente No mayor de 2,0% No se observa interferencia Conforme
‘Z‘ Placebo Nomayorde2,0%  No se observa interferencia Conforme
% Placebo + PA —— No se observa interferencia Conforme
W PA e No se cbserva interferencia Conforme
§ Control Negativo No mayor de 2,0% No se observa interferencia Conforme
’5 Muestra sometido a No mayor de 2,0% No se observa interferencia Conforme
O estrés
Muestra a otro pH No mayor de 2,0% No se observa interferencia Conforme
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LINEALIDAD DEL SISTEMA
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Figura 1. Area versus concentracién para determinar la linealidad del sistema
para la fenilefrina clorhidrato. Gencopharmaceutical Lima -2014.
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LINEALIDAD DEL METODO
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Figura 2. Area versus concentracién para determinar la linealidad del método
para la fenilefrina clorhidrato. Gencopharmaceutical Lima -2014.
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LINEALIDAD DEL SISTEMA
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Figura 3. Area versus concentracién para determinar la linealidad del sistema
para la guaifenesina. Gencopharmaceutical Lima -2014.
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LINEALIDAD DEL METODO
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Figura 4. Area versus concentracién para determinar la linealidad del método
para la guaifenesina. Gencopharmaceutical Lima -2014.
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LINEALIDAD DEL SISTEMA
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Figura 5. Area versus concentracién para determinar la linealidad del sistema
para el dextrometorfano bromhidrato. Gencopharmmaceutical Lima -2014.
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Area respuesta
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Figura 6. Area versus concentracion para determinar la linealidad del método
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para el dextrometorfano bromhidrato. Gencopharmaceutical Lima -2014.
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Tabla 3. Precisién del sistema o repetibilidad instrumental segin areas de
fenilefrina clorhidrato Gencopharmaceutical Lima -2014.

MUESTRAS PESO AREAS PROMEDIO

DE AREAS

1 50,1 mg 43500931 43503163
434,86050
43522507

2 50,1 mg 43526907  435.25460
435 16602
435,32870

3 50,1 mg 433,91681 433,60437
433,76996
433,12634

4 50,1 mg 43306827  432,54709
432,47821
432,09479

5 50.1 mg 432,06787  431,76336
431,66727
431,55493

8 50,0 mg 43122012  430,84870
430,84167
430,48431

7 50,0 mg 42957803  429,23281
429,33063
428,78976

8 50,0 mg 42855646  427,96749
42797141
427 37460

g 50,0mg 42658279 42598732
425 95337
425,42581

10 50,1 mg 436,22284  436,11430
436,11166
436,00839

PROMEDIO 431,83517

DESVIACION ESTANDAR 2,617

COEFICIENTE DE VARIACION

0,61%
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Tabla 4.Precision del sistema o repetibilidad instrumental segﬂri areas de
guaifenesina. Gencopharmaceutical Lima -2014.

MUESTRAS PESO AREAS _ PROMEDIO
DE AREAS
1 100,0 mg 10219,5000 10217,36667
10222,6000
10210,0000
2 100,0 mg 10220,3000  10213,10000
10206,3000
10212,7000
3 100,0 mg 10203,6000 10199,16667
10196,8000
10197,1000
4 100,1 mg 10205,3000 10198,80000
10196,5000
10194,6000 |
5 100,0 mg 10196,3000 10197,23333
10198,6000 |
10196,8000
6 100,1 mg 10197,7000  10195,50000
10195,3000
10193,5000
7 100,1 mg 10193,7000  10194,00000
10194,4000
10193,9000
8 100,0 mg 10199,0000  10192,50000
10189,6000
10188,9000
9 100,0 mg 10199,0000 10195,86667
' 10192,7000
10195,9000
10 100,0 mg 10214,0000 10206,53333
© 10199,8000
10205,8000
PROMEDIO 10201,00667
DESVIACION ESTANDAR 9,166
COEFICIENTE DE VARIACION 0,090%
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Tabla 5.Precision del sistema o repetibilidad instrumental seguin areas del
dextrometorfano bromhidrato. Gencopharmaceutical Lima -2014.

MUESTRAS PESO AREAS  PROMEDIO
_ DE AREAS
1 | 25,1 mg 953,27979 = 952,42831
951,44330
, 952,56183
2 25,0 mg 946,89905 94532172
945,17279
943,89331
3 25,0 mg 951,06055  950,56338
951,27460
949,35498
4 ~ 251mg 95,.4660 950,58203
950,18927
951,09082
5 25,0 mg 946,59821 '946,45291_
945,81531
946,97522
6 25,0 mg 94482001  944,14441
945,15363
942 45959
7 25,1 mg 94960205  949,90680
947,95404
952,16431
8 25,0 mg 952,82092  952,59403
953,24573
951,71545
9 ~ 250mg 944,97687  945,50922
944,09363
947,45715
10 25,1 mg 958,19183  957,24233
956,54413 '
956,99103
PROMEDIO 949,47551
DESVIACION ESTANDAR 3,251
COEICIENTE DE VARIACION 0,342%




Tabla 6. Precision intermedia para la fenilefrina clorhidrato segln resultados
obtenidos por analista uno y dos. Gencopharmaceutical Lima -2014.

MUESTRA, ANALISTA 1 ANALISTA 2
VOLUMEN DE AREAS C C% AREAS C C%
MUESTRA mg/5mL mg/5mL
Analista 1 434,59485 43571042
W.Est. 1=50.5mg 43249316 435.00876
W.Est. 2=50.5mg 432,96823 434,78033
Analista 2 433,36349 434,02896
W.Est.1=50.5mg 43301489 43356577
W.Est. 2=50.5mg 432,67142 434,25885
- Mt 43229849 4978 99561 430,37109 4,988 99,759
5mL 431,40356 430,18320
433,02432 430,09128
mMt2 430,85718 4.9573 99146 42994547 4,987 9,73
5mL- 431,16138 ~ 430,10165
429 30008 430,25369
Mt3 42811096 4.9213 98.426 430,77765 4,992 99,84
5mL 427 48907 430,97464 :
426,35001 . 429,96970
Mt4 42557263 4.9245 98.491 43001556 4,986 99,71 .
s5mL " 424,98663 430,09360
: 432,23117 429,90988
Mt5 43178833 4.9765 99.529 42922424 4974 99,49
5mL 431,72653 428 97488
-~ 432,18951 : 428,93219
Mt6 43255276 4.9652 99.304 428,93076 4 97 99 4
5mL 431,84219 428,63766 '
431,92191 428,43295
Mt7 431,48492 49659 99.318 42840417 4,966 99,33
5mL 430,97205 428,71640
430,91785 427 95587
Mt8 431,30859 4.9659 99.318 429,45572 4977 99,539
S5mL 431,45483 429,34360
430,80295 429,00745
Mt9 431,08331 4.9655 99311 42951645 4,978 99,655
5mL 431,19951 429,37271
431,18802 429,11780
- Mt10 430,01535 4.9557 99.114 426,96420 4,95 99,001
5mL 430,66849 427,17969
430,22540 . 426,70303
PROMEDIO 49576 99.15 49768 99,54
D.S 0.0196  0.3913 0,0126 0,2494
Ccv 0.3948 0.3947 0,2538 0,2505
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Tabla7. Precision intermedia para la guaifenesina segun resultados obtenidos
por analista uno y dos. Gencopharmaceutical Lima -2014.

MUESTRA, - ANALISTA 1 ANALISTA 2
VOLUMEN DE AREAS  C C% AREAS C C%
MUESTRA mg/5mL mg/SmL
Analista 1 10246,60 10334,60
W.Est. 1=101,0mg  10244,00 10328,10
W.Est. 2=101,1mg 1024420 10319,80
Analista 2 10259.80 10317,80
W.Est. 1=1000mg  10255,40 10312,40
W.Est. 2=1000mg  10256,30 10310,70
' Mt1 10223,00 99,701 99,701 10271,70 99,119  99.119
5mL 10220,70 10271,00
10217,40 10266,60
Mt2 10217,40 99,633 99,633 10267,20 99,033 99,033
5mL 10214,70 10261,20
10217,50 10254,10
Mt3 10220,50 99,669 99,669 1025800 99,103 99,103
5mL 10215,90 10276,00
10214,80 10270,20
Mt4 1022050 99,684 99,684 1025920 99,092 99,092
5mL 10214,80 10266,00
10220,60 10275,50 .
Mt5 10211,00 99,625 99,625 1026840 99,109 99,109
5mL 10212,90 | 10265,70°
10214,00 10271,90
Mt6 10222,20 99,746 99,746 1028120 99,257 99,257
S5mL - 1022890 10286,30
10223,90 10284,70 :
Mt7 ~10236,90 99,818 99,818 1028120 99,257 99,257
5mL 10226,80 10286,30
10233,60 10284,70
Mts 1023570 99,82 9,82  10340,30 99612 99,612
5mL 10232,00 10330,10
| 10230,00 ' 10292,10
Mt9 10237,50 99,781 99,781 10263,70 98,811 98,811
5mL 10223,30 10228,80 |
10225,10 10221,00
Mt10 10224,80 99,754 99,754 10217,30 98,607 98,607
5mL 10231,00 10218,30
10221,80 - 10214,40
PROMEDIO 97231 99,72 99,1 99,10
D.S 0,0714 0,0714 - 0,2673  0,2673
cv 0,0716 0,0716 0,2697  0,2697
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Tabla 8. Precision intermedia para el dextrometorfano bromhidrato segun
resultados obtenidos por analista uno y dos. Gencopharmaceutical Lima -2014.

MUESTRA, ANALISTA 1 ANALISTA 2
VOLUMEN DE AREAS C C% AREAS C C%
MUESTRA : mg/5mL mg/omL
Analista 1 916,05701 920,87299
W.Est. 1= 25.0mg  915,12402 919,34125
W.Est.2=250mg  916,12830 921,43970
Analista 2 917,16577 944,01715
W.Est.1= 250mg 916,03937 941,87018
W.Est. 2=252mg  914,83472 942,23090
Mt1 990,1494 10,18 101,79  1001,1657 10,105 101,05
SmL 992,8077 1001,4500
993,6799 1001,1989
Mmt2 1000,5482 10,17 101,67 1011,0617 10,099 100,99
5mL 999,63464 1010,5532 '
999,92444 1009,8644
Mt3 986,67297 10,14 101,41 994,80353 10,148 101,48
5mL 987,67859 996,65247
889,33319 895,59991
Mt4 992,16633 10,18 101,76  1000,2493 10,188 101,88
5mL 990,82355 999,59552
990,58936 998,97913
Mt5 983,81213 10,11 101,13 991,36035 10,106 101,06
5mL 985,68549 991,13965
986,01581 992,32019
Mté 986,50226 10,13 101,36 994,37866 10,139 101,39
SmL - 986,14075 995,62891
' 986,69019 994,35608
Mt7 974,53394 15 100,95 995,78723 10,161 101,61
5mL 973,41339 - 997,28168
973,37964 ) 997,86206
mt8 983,24377 10,19 101,92 993,95850 10,139 101,39
5mL 982,61475 994,64441
983,41888 995,82953 :
Mt9 987,21576 10,12 101,24  998,02643 10,177 101,77
S5mL 985,63550 997,52649
985,91266 100,.0947
Mt10 984,76697 10,11 101,14 993,43848 10,114 101,14
5mL 985,93201 992,33807
985,04700 - 991,38385
PROMEDIO 10,14 101,413 10,1676 101,68
D.S 0,3303 0,3303 0,0557 0,5568
cv 0,3256  0,3256 0,5476  0,5476
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Tabla 9. Exactitud del meétodo para la fenilefrina clorhidrato.
Gencopharmaceutical Lima -2014.

Areas Promedio
de Areas )
ESTANDARES 439,6639 438.7914 E’ ) 2
439,1011 ' 38 -
Peso Estandar 1= 50,6 mg 438,4629 ES 5 E §
Peso Estandar 2 = 50,6 mg 438,8945 Ee &
438,4295 S ®
438,1968 o
MUESTRA PLACEBO - 1 350,1912 350,8099 79,83 4,00 99,91
80% 3494787 '- '
Volumen de muestra=5mL  352,7598
MUESTRA PLACEBO -2 349,4751 349,2180 79,57 3,98 99,46
80% 348,8411- s |
Volumen de muestra=5mbL  349,3407
MUESTRA PLACEBO -3 348,8399 -349,9088 79,72 3,99 99,70
80% 349,5015 '
Volumen de muestra=5mL  351,3850
MUESTRA PLACEBO -4 437,6979 438,3101 99,90 4,99 99,90
100% : 438,6600 '
Volumen de muestra=5mL  438,5724
MUESTRA PLACEBO -5 © 439,7203 440,2282 10,3 502 = 10,30
100% 440,4666 ' .
Volumen de muestra=5mL  440,4978 _
MUESTRA PLACEBO -6 440,7194 441,0380 10,5 5,02 . 10,49
100% 441,2337
Volumen de muestra=5mL 441,1608
MUESTRA PLACEBO -7 524,1741 523,1654 11,2 5,96 99,33
120% ' 522,2578
Volumen de muestra=5mL  523,0643 _
MUESTRA PLACEBO -8 .524,7058 5244883 11,5 5,98 99,58
120% 524,1015
‘Volumen de muestra=5mL  524,6576
MUESTRA PLACEBO -9 523,3846 523,5660 1193 5,96 99,41
120% 523,2321

Volumen de muestra=5mL  524,0813
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Tabla10. Exactitud del meétodo para la guaifenesiné. Gencopharmaceutical
Lima -2014.

Areas Promedio
de Areas
ESTANDARES 10121,400  10126,533 g S
10129,300 ) g
Peso Estandar 1 = 100,0 mg 10124,600 R _uEz .E g
Peso Estandar 2 = 100,0 mg 10131,100 cEﬂ 'g 2
10129,000 g o
10123,800
MUESTRA PLACEBO -1 8220,204 8219,238 80,36 80,36 100,46
80% 8219,626
" Volumen de muestra=5mL  8217,882 ,
MUESTRA PLACEBO -2 8214,663 8213,379 80,30 80,30 100,38
80% 8212,737
Volumen de muestra =5 mL 8212,737
MUESTRA PLACEBO -3 8212,737 8219,664 80,37 80,37 100,46
80% 8228,346
Volumen de muestra =5 mL 8217,908 .
MUESTRA PLACEBO -4 10162,500 10164,300 99,38 99,38 99,38
100% 10166,200 B
Volumen de muestra=5mL  10164,200
. MUESTRA PLACEBO -5 10164,200 10165800 98,39 99,39 99,39
100% , 10169,800
Volumen de muestra = 5 mL 10163,400
MUESTRA PLACEBO -6 10157,900 10165,867 99,39 99,39 99,39
100% 10169,700
Volumen de muestra=5mbL  10170,000
MUESTRA PLACEBO -7 12212,500 12207,867 119,36 119,36 99,47
120% 12204,000
Volumen de muestra=5mL  12207,100
MUESTRA PLACEBO -8 12209,700 12203,100 119,31 119,31 99,43
120% 12203,600 : '
Volumen de muestra=5mL  12196,000
MUESTRA PLACEBO -9 12212,200 12209633 119,38 119,38 99,48
120% 12209,600

Volumen de muestra=5 mL 12207,100
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Tabla 11. Exactitud del método para el dextrometorfano
Gencopharmaceutical Lima-2014.

bromhidrato.

1143,409

Areas  Promedio
de Areas
ESTANDARES 925,774 914,195
925,774
Peso Estandar 1 = 25,3 mg 925,998
Peso Estandar 2 = 25,1 mg 901,372
903,230
903,023
MUESTRA PLACEBO -1 755,279 755,266
80% ) 754,137
Volumen de muestra=5mL 756,380
MUESTRA PLACEBO -2 756,941 756,695
80% 765,997
Volumen de muestra =5 mL 757,148
MUESTRA PLACEBO -3 755,208 755,668
_ 80% 756,850
Volumen de muestra =5 mL 754,945
MUESTRA PLACEBO - 4 949,830 949,384
100% 948,548
Volumen de muestra =5 mL 949,773
MUESTRA PLACEBO -5 950,395 951,837
100% 952.400
Volumen de muestra =5 mL 952,714
MUESTRA PLACEBO -6 953,213 953,512
100% 953,171
Volumen de muestra =5 mL 954,151
MUESTRA PLACEBO -7 - 1140,725 114,483
120% 1141,954
Volumen de muestra=5mL  1141,770
MUESTRA PLACEBO -8 1143,333 114,829
120% 1144,602 ‘
Volumen de muestra=5mL  1143,550
- MUESTRA PLACEBO -9 1140,926 114,423
. 120% 1142,934
Volumen de muestra =5 mL %

%

79,38

79,63

79,43

99,79

10,06

100,22

119.98

120,23

120,08

10 mg/5mL (mg
obtenido)

~
(o]
S

7,95

7,94

9,98

1,00

10,02

12,00

12,02

12,01

% Recuperado

©
L
[¥]
w

99,42

998

99,79

10,05

100,22

99,98

100.19

100,06
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V.  DISCUSION
En el presente trabajo se desarroli® una técnica analitica por cromatografia
liquida de alta performance (HPLC) para la cuantificacion de dextrometorfano
bromhidrato, guaifenesina y fenilefrina clorhidrato en jarabe la cual no figura en
ninguna farmacopea oficial, como se sabe éste tipo de analisis presenta mayores
ventajas en relacion a otros métodos como son los volumétricos vy
espectrdfotométricos, por otro lado este tipo de método presenta mayores
ventajas debido a su rapidez de analisis, aceptabilidad, exactitud, fiabilidad y de
alta eficacia. -
Se evalué todos los parametros tales como: especificidad, _selectividad-
precision, exactitud, este producto farmacéutico es selectivo y especifico para
ser cuantificado por el método de HPLC ya que no puede ser cuantificado por
métodos espectrofotométricos y volumétricos.
‘Asi como sefala la Asociacion Esparnola de Farmacéuticos de la Industria
AEF|", el método debe medir de forma inequivoca, exacta y especifica al analito
de interés, sin interferencia de excipientes, impurezas, productos de
degradacioén, u otras sustanc_:ias presentes en la matriz de la muestra.
En la Tabla 1, se muestran los parametros de adecuacion y los resultados para
la aptitud del sistema en la QUe se determiné la repetibilidad del tiempo de
retencion obteniendo como RSD 0,20% para la fenilefrina Clorhidrato, 0,33%
para la guaifenesina y 1,32% para el dextrometorfano bro'r'nhidrato, lo cual indica
un alto grado de certeza para la identificacién del analito ya que la especificacion
indica que debe ser menor al 2%. El factor de asimetria (colé o Tailing) fue 0.58
para la fenilefrina clorhidrato, 0,66 para Ia guaifenesina y 0,86 para el
dextrometorfano bromhidrato, estos resultados muestran que los picos obtenidos
son simétricos, demostrando ausencia de colas hacia la derecha e izquierda. El
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nimero de platos tedricos para la fenilefrina clorhidrato fue 7618,0; para ia‘
guaifenesina 11193,0 y para el dextrometorfano fue 9675,0, el cual indica la-
eficiencia de la columna cromatografica, los valores obtenidos para cada
parametro de adecuacion se encuentran dentro de las especificaciones
establecidas segun la USP'. Considerando estas condiciones de trabajo se
procedié a la validacion de la técnica analitica desarrollada por el método de
HPLC.

La AEFI", indica que la lectura del placebo debe tener una interferencia no
mayor al 2,0%'. De acuerdo a lo descrito el analisis demuestra que ningun
excipiente, fase movil, diluyente interfieren con los picos de los principios activos,
- como tampoco se ha detectado la presencia de productos de degradacion de la
fenilefrina clorhidrato, guaifenesina y dextrometorfano bromhidrato, asi como se
demuestra en la Tabla 2, al realizar el analisis del principio activo sometido a
estrés para que generen los compuestos potencialmente interferentes, por lo
tanto mediante el estudio de la selectividad-especificidad, se demostré que la
sefal medida-con el método analitico procede Unicamente de los analitos en
estudio; segln la AEFI'®, manifiesta que la selectividad-especificidad es una
condicion esencial para conseguir una adecuada capacidad para originar
resultados que dependan de forma exclusiva del analito para su cuantificacion.
Seglin Aguilar®®, explica que la linealidad sirve para determinar Ila
proporcionalidad entre la concentracion del principio activo y*su respuesta,
demostrando la capacidad del método para obtener resultados lineales.

Al aplicar el método de los minimos cuadrados a los resultados obtenidos, se
obtuvo la recta de la regresion lineal y la ecuacién de la regresién lineal (area vs
concentracion), en las Figuras del 1 al 6 se expresa las siguientes ecuaciones
respectivamente: Fenilefrina clorhidrato, y = 8392,583x + 8,015ecuacion de la
recta para la linealidad del sistema, y = 8701,632x + 3,033ecuacion de la recta
para la linealidad del método, guaifenesina y = 9621,382x + 298,251ecuacion de
la recta para la linealidad del sistema y = 9840,858x + 244,822ecuaci6n de la
recta para la linealidad del método y dextrometorfano bromhidrato y = 8352,333x
+ 80,863 ecuacién de la recta para la linealidad del sistema y = 8566,039x —
"4 461ecuacion de la recta para la linealidad del método.

Segun el Anexo 6 y 7, el coeficiente de correlacion lineal (r) fue: r= 0,99959 para
‘la linealidad del sistema y un r= 0,99936 para la linealidad del método en la
fenilefrina clorhidrato, en la guaifenesina r= 0,99997 para la linealidad del
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sistema y un r= 0,99981 para la linealidad del método, en el dextrometorfano
bromhidrato r= 0,99983 para la linealidad del sistema y un r= 0,99991 para la |
linealidad del método.

Segun Castro'®, sefala que el coeficiente de correlacion debe ser r > 0,999 de
modo que supone una correlacién positiva con una confianza de 99,5% por lo
cual podemos decir que los datos obtenidos cumplen con la especificacion
sefalada.

Segun Diaz”*, menciona que primero se determina la linealidad del sistema en el
cual solo se trabaja con estandares, y la linealidad del método se trabaja con
estandares y con la matriz del producto y se determina como influye la matriz en
el proceso de extraccion de la muestra donde en la Figura 1 al 6 queda
demostrado que cumple con las especificaciones para la linealidad del sistema y
la linealidad del método tal como indica la USP™. |

En los Anexos 3,4 y 5 se expresan los valores del factor respuesta (f) a
diferentes concentraciones donde al aplicar el test de linealidad se determiné el
coeficiente de variacién de los factores de respuesta (f) donde se obtuvo el CV
de 0,466% para la fenilefrina clorhidrato, 0,460% para la guaifenesina y 1,007% -
para el dextrometorfano bromhidrato., demostrando asi que el (f) que son
semejantes entre si. La AEFI'®, sefiala que el coeficiente de variacion de los
factores de respuesta deben ser menor al 5,0% lo cual indica que en una
calibracién lineal de los factores de respuesta deben ser semejantes entre si y
cercanos al valor de la pendiente, cuando el coeficiente de variacion es superior
al 5,0% significa que no hay linealidad. _ '

La AEF[‘E‘,_ sefala que la pendiente debe ser significativa y estadisticamente
distinta a cero para un grado de significancia a=0,05 siendo el tex> t tapia IO cual
indica que hay una regresion lineal y que la recta no es paralela a Ia'abscisa, asi
mismo los intervalos de confianza no deben incluir al cero. Por ello en los
resultados para la fenilefrina clorhidrato en el Anexo6, se demuestra que la
pendiente de la recta de regresion es estadisticamente distinta de cero, siendo el
texp =130,174, y el tuna = 2,306 (valor de t para n-2 grados de libertad y un
~ intervalo de confianza de 95%), para la guaifenesina en el Anexo 7, se
demuestra que la pendiente de la recta de regresion es estadisticamente distinta
de cero, siendo el tep =42,358, y el twns = 2,306, para el dextrometorfano
bromhidrato, en el Anexo 8, se demuestra que la pendiente de la recta de

regresion es estadisticamente distinta de cero siendo el te, =11,404, y el tipe =
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2,306, al ser tep> tiania significa que la probabilidad de ser b#0 es muy elevado, si
fuera b=0 significaria que la recta es paralela al eje de las abscisas y no hay
regresion lineal. Asi mismo, se demostré el intervalo de confianza, el cual se
demuestra en el Anexo 6, siendo para la fenilefrina clorhidrato [8342,621 a
8442 544), en el Anexo 7, para la guaifenesina [9618,88 a 9623,883], y en el
Anexo 8, para el dextrometorfano bromhidrato[8086,158 a 8618,508], donde
también se concluye que el intervalo no incluye el cero. En los Anexos
mencionados también se encuentran los datos de la prueba de proporcionalidad
en donde el te,, < tuna, Siendo para la fenilefrina clorhidrato el te, = 2,462, para la
guaifenesina te, = 1,304 y para el dextrometorfano bromhidrato te,, = 1,093,
siendo estos menor que el tapa = 2,896, por lo que podemos decir que el
intercepto es semejante a cero. Por ello en las Figuras 1,2 y 3, se observa una
grafica de regresion lineal (concentracion versus area) que evidencia de que la
linealidad determina la region de la curva respuesta o de cuantificacion en que
hay relacion directa entre la sefial instrumental y la concentraciéon del producto
analizado, siendo un método lineal.

Segun Aguilar®, explica respecto al parametro de precisién, cuyo objetivo
principal es conocer una serie de alicuotas de una muestra homogénea por el
mismo instrumento y el mismo analista, obteniéndose los siguientes resultados
en la Tabla 3, ;fohde el CV=0,61% para la fenilefrina clorhidrato, en la Tabla 4,
donde el CV=0,090% para la guaifenesina y en la Tabla 5, donde el
CV=0,342% para el dextrometorfano bromhidrato, encontrandose estos dentro
de los parametros establecidos.

De este modo podemos constatar que el método fue repetible y reproducible, es
decir, fue suficientemente preciso, por lo que no repercutieron apreciablemente
los errores aleatorios en la determinacion.

Segtin Salazar®, explican que la variabilidad del método puede deberse a
errores aleatorios inherentes a todo método de ensayo no pueden ser siempre
controlados como al analista, el equipo instrumental, los reactivos, el tiempo,
etc., es por ello la importancia de la presente investigacion -
En el Anexo 12, se muestra los resultados en porcentaje de analito hallado en el
analisis de contenido de las muéstras realizado por un mismo analista para
evaluar la precision intermedia dando como resultado para la fenilefrina
clorhidrato un coeficiente de variacion de 0,645% entre el primer y segundo

analista, en el Anexo 13, para la guaifenesina un coeficiente de variacion igual a
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.0.341% entre el primer y segundo analista, en el Anexo 14, para el
dextrometorfano bromhidrato un coeficiente de variacion =1.228% entre el
primer y segundo analista, donde indica que la repetibilidad de las inyecciones
deben tener un coeficiente de variacion menor al 2% referente a las areas y
tiempo de retencion, como se puede observar los parametros sefialados para la
precision intermedia se encuentran dentro del criterio de aceptacion como
también el resultado de cuantificacién del analito, efectuado sobre la misma
" muestra pero en condiciones diferentes;, como por ejemplo: diferente analista,
diferentes condiciones y diferentes dias para el estudio de la precision del
método. Siendo 99,35% el porcentaje del promedio global para la cuantificacién
del analito para la fenilefrina clorhidrato, 99,41% para la guaifenesina y 101,68%
para el dextrometorfano bromhidrato. Cumpliendo asi con los criterios de

I'®, realizado por otro analista en donde indica que

aceptacion que sefiala la AEF
la precision intermedia de las inyecciones deben tener un coeficiente de
variacién menor al 2% referente a las areas y tiempo de retencion.

% 31 |la exactitud se expresa como porcentaje de

Segun Aguilar, Zoraya
recuperacion en la valoracion de una cantidad conocida de analito. La
recuperacion separada depende de la matriz de la muestra, del procedimiento de
la preparacion de la muestra y de la concentracion del analito en la misma. En el
Anexo 15, se expresa el porcentaje de recuperacion a diferentes
concentraciones donde el resultado que se obtuvo fue satisfactoriamente con un
porcentaje de recuperacion giobal = 99,80% para la fenilefrina clorhidrato,
99.56% para la guaifenesina y 99,78% para el dextrometorfano bromhidrato, los
cuales se encuentran dentro de las especificaciones establecidas ya que para
este parametro se establecid un limite de aceptacion entre 98-102%. La
-exactitud del metodo mide el grado dé concordancia entre los valores obtenidos
'y el valor verdadero, también se determina la prueba estadistica como
demuestran en las Tablas 15, 16 y 17, la prueba del test de Student cuyos
resultados fueron te,, =1,648, siendo el tuana = 2,306 para la fenilefrina clorhidrato,
texp =1,428, siendo el t, = 2,306 para la guaifenesina, tey, =1,507, siendo el tigy =
2.306 para el dextrometorfano bromhidrato. Al ser te, < tuna €Xpresa que no
existe diferencia significativa entre el promedio de la recuperacion y el 100%
confirmandose que el método es exacto, asi como sefiala INECC®, por lo que la

exactitud es correcta segln sus respectivas especificaciones.
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Asimismo en el anexo mencionado se encuentra la interpretacion estadistica de
la exactitud donde se calculd el test de Cochran que es el test de igualdad de
varianzas para determinar si el factor de concentracion tiene alguna influencia en
los resultados, se obtuvo un valor G,,=0,069 siendo el G»,=0,8709 para la
fenilefrina clorhidrato, Ge,=0,426 siendo el Guy.=0,8709 para la guaifenesina,
Gexp=0,681 siendo el Ggpe=0,8709 para el dextrometorfano brombhidrato. Al ser
Gexp< Guamia significa que las varianzas de las tres concentraciohes utilizadas son
equivalentes, es decir que el factor concentracién no influye en la variabilidad de
los resuitados ofro dato a consideraf es el coeficiente de variacion del
porcentaje de recuperacion total donde el coeficiente de variaciéon= 0,403% para
la fenilefrina clorhidrato, coeficiente de variacién =0,506% para la guaifenesina y
coeficiente de variacion =0,393% para el dextrometorfano brombhidrato, los
cuales se encuentran dentro de las especificaciones (CV< 2%) ** *.
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VI. CONCLUSIONES

Se validé la técnica analitica por cromatografia liquida de alta
performance, (HPLC) para la determinacion de contenido de
dextrometorfano bromhidrato, fenilefrina clorhidrato. y guaifenesina en
jarabe documentando los resultados obtenidos y demostrando que la
técnica analitica es confiable por cumplir con los parametros de
Selectividad, Linealidad del sistema, Linealidad del método, Precision,
Exactitud y rango.

La prueba de aptitud del sistema para la técnica analitica propuesta fue
reproducible en tiempo de retencion y areas.

La técnica analitica desarrollada demostré ser especifica-selectiva, ya
gue no se detectd interferencias en el diluyente, fase mévil, excipientes y
productos de degradacién. .

La técnica analitica demostro ser lineal, porque se determiné la relacion
entre Ia.concentracién versus areas siendo estos proporcionales para
determinar la regresion lineal con alto grado de correlacion. _-

La técnica analitica es precisa, ya que el grado de concordancia nos
permite obtener resultados repetitivos y reproducibles. '

La técnica analitica propuesta demostré ser exacta debido a que no hay
diferencia significativa entre la recuperacion media y el 100%

La técnica analitica fue robusta porque no se hallé diferencias

significativas con los resultados obtenidos.
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Vil. RECOMENDACIONES

La validacion del presente método analitico solo es aplicable a la forma
farmacéutica de jarabe de dextrometorfano bromhidrato, fenilefrina
clorhidrato y guaifenesina. ,

Cualquier modificacién en el método analitico o cualquier modificacion en
una de las etapas de fabricacion significa una revalidacion de dicho
proceso.

Utilizar en todo el analisis del ensayo septas nuevas en los viales de los
estandares y muestras para evitar la evaporacion de los solventes y
existan variaciones en los resultados.

Si este método pretenden utilizarlo otras empresas para cuantificacion de
jarabe del mismo producto, es necesario tomar en cuenta que los
parametros de exactitud, especiﬁcidad y linealidad del método se deben
evaluar para el jarabe que se desea cuantificar debido a los posibles

interferentes de los excipientes empleados.
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Anexo 1

Tabla 12. Especificaciones de los parametros de validacion para la fenilefrina
clorhidrato, guaifenesina y dextrometorfano bromhidrato. Gencopharmaceutical
Lima - 2014,

PARAMETROS

ESPECIFICACIONES

1.selectividad
- Placebo de Excipientes

2. Linealidad

2.1. Linealidad del sistema :

- Coeficiente de Correlacion:

- Coeficiente de Variacién:

- Prueba de Linealidad de la Pendiente
Para P=0,05 y n-2 Grados de Libertad.

- Prueba de Proporcionalidad del Intercepto
Para P=0,02 y n-2 Grados de Libertad.

2.2. Linealidad delmétodo :

- Coeficiente de Correlacion:

- Coeficiente de Variacién: _

- Prueba de Linealidad de la Pendiente
Para P=0,05 y n-2 Grados de Libertad.

- Prueba de Proporcionalidad del Intercepto
Para P=0,02 y n-2 Grados de Libertad.

3. Precision ‘

- Precision del Sistema

Coeficiente de Variacién

- Repetibilidad del metodo :
Coeficiente de Variacién

- Precision intermedia :
Coeficiente de Variacion

4. Exactitud

- Porcentaje de Recuperacion

Prueba de “t” Student

Para P=0,05 y n-1 Grados de Libertad.

5. Rango

No debe presenter interferencias
de excipientes.

Mayor o igual que 0,999
Maximo 5,0%

t experimental > t tabla
t experimental < ttabla

Mayor o igual que 0,999
Maximo 5,0%

t experimental > t tabla

t experimental < ttabla

Maximo 2,0%

Maximo 2,0%
Maximo 5,0%

98,0 — 102,0%
texp < ttabla

80% - 120%
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Anexo 2

Tébla 13. Linealidad del sistema: concentracion versus area respuesta de los
estandares de fenilefrina clorhidrato. Gencopharmaceutical Lima - 2014.

- Y

c Q

0 [2) — inn E A

g o g g} | Ej reas-

£g 88 ¢ gE pomdo xy ¢ y f (yix)

8>~ 23 3 c g

[&] o i) c &

5 g o 8~

Q =

80% 1 40,0 0,040 343,882 13,7565 0,0016 118255376 8597,069
2 40,0 0040 343844 13753 0,0016 118229005 8596,111
3 40,0 0040 344251 13770 00016 118508978 8606,283

90% 1 450 0045 384207 17,203 0,0020 147684,595 8539,945
2 450 0045 383557 17,260 0,0020 14711609 8523492
3 450 0045 383956 17,278 0,0020 147422,321 8532,358

100% 1 50,0 0050 428630 21431 00025 183723,719 8572601
2 50,0 0050 428284 21414 00025 183427,989 8565698
3 500 0050 430599 21,529 00025 185416261 8611,997

110% 1 550 0055 471,522 25933 00030 222333576 8573,138
2 550 0055 470513 25878 00030 221383,090 8554,793
3 550 0055 470017 25850 0,0033 220916,798 8545779

120% 1 60,0 0080 512472 30,748 00036 262628,053 8541,208
2 60,0 0060 511,186 30671 00036 261311,3004 8519,769
3 60,0 0060 507,637 30458 0,0036 2576962476 8460631
5 0,750 6414655 327,02 0,0382 2796053,411 8556,058

, .
Desviacion estandar f 39,84701

Coeficiente de Variacion f 0,00466
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Anexo 3

Tabla 14. Linealidad del sistema concentracién versus area respuesta de los
estandares de guaifenesina. Gencopharmaceutical Lima - 2014.

£ S
g g .% 3 -E- z g Areas xy x? y? f (y/x)
§ = §_ E § E  promedi
o e g o
80% 1 80,0 0,800 7981,057 -6384,846 0,640 6369728065 9976,322
2 80,0 0,800 7988,927 6391,142 0,640 63822966,36 9986,160
3 80,0 0800 7991915 6393532 0,640 63870713,84 9989894
90% 1 90,0 0,800 8968,994 8072095 0,810 80442864,67 9965550
2 90,0 0,900 8966,304 8069674 0,810 80394619,7 9962,561
3 90,0 0.900 8965151 8068636 0,810 80373939,0 9961,279
100% 1 100,0 1,000 9933161  9933,161 1,000 98667699,77 9933,161
2 100,0 1,000 9935844 9935844 1,000 98721010,5 9935,845
3 100,0 1,000 9933743 9933,743 1,000 98679263,0 9933,743
110% 1 1100 1,100 10871,65 11958,815 1,210 1181927737 9883,318
2 1100 1,100 10868,60 11955460 1,210 1181264659 9880,545
3 1100 1,100 10870,15 11957,165 1,210 118160161,0 9881,955
120% 1 120,0 1,200 11844,25 14213,100 1,440 140286258,0 9870,208
2 1200 1,200 1185045 14220,540 1,440 1404331652 9875375
3  120,0 1,200 1184430 14213.160 1,440 1402874424 9870,250
z 15,00 1488145 151700.92 1,530 1504156623 9927,078
Desviacion estandar f 45,6553
Coeficiente de variacion f 0,0046

66



Anexo 4

Tabla 15. Linealidad del sistema concentracion versus arearespuesta de los
estandares de dextrometorfano bromhidrato. Gencopharmaceutical Lima — 2014.

Concentracion
(%)

-

0%

90%

100%

110%

120%

N° de

Rebpeticiones
" Peso (mg)

W NR W N R W NR W N R W N R

™M

20,1

20,0

20,0
22,5
22,5
22,4
25,0
25,0
25,0
27,5
27,4
27,5

. 30,1

30,0
30,0

X Concentracion
(mg/mL)

o
[=]
<]
b4

0,0800
0,0800
0,0900
0,0900
0,0896
0,1000
0,1000
0,1000
0,1100
0,1096
0,1100

0,1204

10,1200

0,1200
1,500

R ¢
Areas
promedio

751,51554
750,06072
749,65528

832,54297

-832,97843

831,34659
913,58329
913,41065
914,71924
1003,00208
1002,07858
1003,40482
1088,34601
1087,40125
1087,40418
13761,4496

60,12124
60,00486
59,97242

7492887

7496806

74,82119
91,35833
91,341086
91,47192
110,3302
110,2286
110,3745
130,6015
130,4881
130,4885
1401,502

Desviacion estandar f

Coeficiente de variacion f

0,0064
0,0064
0,0064
0,0081
0,0081
0,0081
0,0100
0,0100
0,0100
0,0121
0,0121
0,0121
0,0144
0,0144
0,0144
0,1530

yz

564775,699
562591,083
561983,031
693127,788
693853,056

691137,144

' B34634,418

834319,006
83671 1,278
1006013,16
1004161,48
1006821,22
1184497,02
1182441,46
1182447 84

12839514,6

f(y/x)

9393944
9375,759
9370,690
9250,477
9255315
9237,184
9135,832
9134,106
9147,192
9118,200
9109,805
9121,861
9069,550
9061,677
9061,701
9189,553

116,634

0,01269
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Anexo 5

Tabla 16 Linealidad del sistema de la pendiente y proporcionalidad para la
fenilefrina clorhidrato. Gencopharmaceutical Lima -2014.

Ecuacion de la recata donde:

y =8392.583x + 8.015

n= 15 n: Numero de muestras

a= 8392,58 a. Intercepto de la recta

b= 8,015 - b: Pendiente de la recta

r= 0,99959 r. Coeficiente de correlacion

r= 0,99918 r%.  Coeficiente de determinacién

texp = 130,174 tep :  tde Student experimental

tean = 2,306 tip :  t de Student tabla

S*xy = 3,1175 S*xy. Varianza de la pendiente al

_ cuadrado .

Spb= 4156,44 S2%b: Desviacidnestandar de la
pendiente al cuadrado '

Sh= 64,473 Sb: Desviacionestandar de la
pendiente

Sxy = 1,766 Sxy: Varianza de la pendiente

S%aa= 10,600 S?a: Desviacionestandar del intercepto
al cuadrado

Sa= 3,256 Sa: Desviacionestandar del intercepto

texp = 2,462 texp :  t de Student experimental

tiap = 2,896 tep . tde Student tabla ,

LCb= [8342,621 a B442 544) LCb: Limite de confianza de Ia
pendiente

LCa= [-0.508 a 15.521] LCa: Limite de confianza del intercepto

Coeficiente de cormrelacion: r debe ser mayor que 0,999

r> 0,999 r= 0,99959
Prueba de linealidad de la pendiente
Al aplicar la prueba estadistica "t" de Student debe cumplirse que :
t experimental > t tablas tan = 2,306 texo = 130,174
El t experimental es mayor que el t de tablas por lo que existe la probabilidad de que b
sea diferente de cero es elevada y la linealidad es correcta
Prueba de proporcionalidad:
Al aplicar la prueba estadistica "t" de Student debe cumplirse que :
t experimental < t tabla t .= 2,896 texp = 2,462

El t experimental es menor que el t de tablas por lo que decimos que cumple con la
prueba de proporcionalidad
Limite de confianza para "b"
[8342,621 a 8442,544)
LI LS

Estos limites no incluyen el cero, por lo que decimos que la pendiente es
significativamente diferente de cero y no es paralela a la abcisa
Limite de confianza para "a" ‘
[-0,508 a 15,521]
LI LS
Estos limites incluye el cero, el método analitico no presenta sesgo es decir cumple con
la prueba de proporcionalidad
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Anexo 6

Tabla 17.Linealidad del sistema de la pendiente y proporcionalidad para la
guaifenesina. Gencopharmaceutical Lima -2014.

Ecuacién de la recata ddénde:
y =9621.382x + 298.251
n= 15 n:  Numero de muestras
acs 298,251 a: - Intercepto de la recta
b= ' 9621,382 b: Pendiente de larecta
r= 0,99997 r. Coeficiente de correlacién
= 0,99994 r?. Coeficiente de determinacion
texo = 42 358 ten :  t de Student experimental
tiab = 2,306 tp :  t de Student tabla
Sixy = '1538,6002 S?xy. Varianza de la pendiente al
cuadrado
S$*b = 51286,674 ' S?b. Desviaciénestandar de la
: ‘ pendiente al cuadrado
Sb = 226,468 Sb:  Desviacionestandar de la
: ‘ pendiente
Sxy= 12,40403 ' Sxy: Varianza de la pendiente
S2a= 52312,409 S?a. Desviaciénestandar del intercepto
. B al cuadrado .
Sa= 228,719 Sa: Desviacidnestandar del intercepto
“texp = , 1,304 texp .t de Student experimental
tean = 2,896 tep : ¢ de Student tabla
LCb= [9618,88 a 9623,883] LCb: Limite de confianza de la:
' pendiente
LCa= [-229,175 a 825,677] LCa: Limite de confianza del intercepto

Coeficiente de correlacion: r debe ser méyor que 0.999
r>0,999 - r=0,99997

Prueba de linealidad de la pendiente
Al aplicar la prueba estadistica "t" de Student debe cumplirse que:

texperimental > t tabla t,,=2,306 t¢,=42358
El t experimental es mayor que el t de tablas por lo que existe la probabilidad de que b
sea diferente de cero es elevado y la linealidad es correcta j

Prueba de proporcionalidad

Al aplicar la prueba estadistica "t" de Student debe cumpllrse que:

t experimental < t tabla, tap = 2,896 texp = 1,304 :
El t experimental es menor que el t de tablas por lo que decimos que cumple con la
prueba de proporcionalidad

Limite de confianza para"b" [9618,88 a 9623,883]

LI LS
Estos limites no incluyen el cero, por lo que decimos que la pendiente es
significativamente diferente de cero y no es paralela a la abcisa.

Limite de confianza para "a" | [-229,175 a 825,677]

LI LS
Estos limites incluye el cero, el método analitico no presenta sesgo es decir cumple con la
prueba de proporcionalidad
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Tabla 18.Linealidad del sistema de la pendiente y proporcionalidad para el
dextrometorfano bromhidrato. Gencopharmaceutical Lima -2014.

Ecuacion de la recata

dénde:

y = 8352.333x + 80.863
n=

a=

b=

r=

P=

toxo =

tean =

Sxy =

Sb=
Sh=

Sxy =
S?a=

Sa=
texo =
tiap =

LCb=

Lca=

15
80,86334
8352,333
0,99983
0,99966
11,404
2,306
1609,776621

536592,207
732,525

40,12202
5473,241

73,981

1,093
2,896

[8086,158 a 8618,508]
[-89,737 a 251,463]

n: Numero de muestras
a :Intercepto de la recta
b:Pendiente de la recta

- r.Coeficiente de correlacién

r*. Coeficiente de determinacion
texo : t de Student experimental
tap : t de Student tabla

S2xy: Varianza de la pendiente
al cuadrado

S*b: Desviacion estandar de la
pendiente al cuadrado

Sb: Desviacién estandar de la
pendiente

Sxy: Varianza de la pendiente
S?a: Desviacion estandar dela
intercepto al cuadrado

Sa: Desviacién estandar del
intercepto

texp : t de Student experimental
ttab : t de Student tabla

~ LCb :Limite de confianza de la

pendiente
Lca : Limite de confianza del
intercepto

Coeficiente de correlacién: r debe ser mayor que 0,999

r>

0,999

Prueba de linealidad de la pendiente
Al aplicar la prueba estadistica “t" de Student debe cumplirse que :

t experimental > t tabla t., =2,306 tep = 11,404

r=0,99983

El't experimental es mayor que el t de tablas por lo que existe la probabilidad de que b
sea diferente de cero es elevada y 1a linealidad es correcta

Prueba de proporcionalidad
Al aplicar la prueba estadistica “t" de Student debe cumplirse que :
t experimental < t tabla,
Limite de confianza para “b”

2,896 texo = 1,093
[8086,158 a 8618,508)
LI LS

Estos limites no incluyen el cero, por lo que decimos que la pendiente es
significativamente diferente de cero y no es paralela a la abicisa.

Limite de confianza para “a"

[-89,737 a 251,463
LI LS

Estos limites incluye el cero, el método analitico no presenta sesgo es decir cumple con
la prueba de proporcionalidad




Anexo 8

Tabla 19. Linealidad del método de la pendiente y proporcionalidad para la
fenilefrina clorhidrato. Gencopharmaceutical Lima -2014.

Ecuacién de la recata dénde: -
y =8701.632x + 3.033 '
n= 15 n: Numero de muestras
a= 3,033 a: Intercepto de la recta
b= 8701,632 b: Pendiente de la recta
r= 0,99936 r. Coeficiente de correlacion
P= - 0,0087 r~.  Coeficiente de determinacion
toxp = 130,174 texo :  t de Student experimental
-t = 2,365 tup :  tde Student tabla
S2xy = 3,175 S%xy. Varianza de la pendiente al cuadrado
S?b = 4156,449 S2b: Desviacion estandar de la pendiente al
_ cuadrado '
Sb = 64,473 ' Sb: Desviacion estandar de la pendiente
Sxy = 1,766 Sxy: Varianza de la pendiente
Sfa= 10,6 S%a: Desviacion estandar del intercepto al
cuadrado ‘
Sa= 3,256 Sa: Desviacion estandar del intercepto
texo = . 2,463 ten :  tde Student experimental
tuap = 2,998 _ tap :  tde Student tabla
LCb= [8342,6 a 8442,5] LCb: Limite de confianza de la pendiente
LCa= [0,508 a 15,5621] . LCa: Limite de confianza del intercepto

Coeficiente de correlacion: r debe ser mayor que 0,999
r> 0,999 r=0,99936

Prueba de linealidad de la pendiente

Al aplicar la prueba estadistica "t" de Student debe cumplirse que :

t experimental > t tabla ty, = 2,306 t.,= 130,174

El t experimental es mayor que el t de tablas por lo que existe la probalidad de que b
sea diferente de cero es elevada y la linealidad es correcta

Prueba de proporcionalidad
Al aplicar la prueba estadistica "t" de Student debe cumplirse que :

t experimental <t tabla, tgp=2,896t ¢ = 2,463
E! t experimental es menor que el t de tablas por lo que decimos que cumple con la
prueba de proporcionalidad

Limite de confianza para "b" [8342,621 a 8442,544]
LS
. LI
Estos limites no incluyen el cero, por lo que decimos que la pendiente es
significativamente diferente de cero y no es paralela a la abicisa.

Limite de confianza para "a" [0,508 a 15,521]

LI LS '
Estos limites incluye el cero, el método analitico no presenta sesgo es decir cumple con
la prueba de proporcionalidad
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Anexo 9

Tabla 20.Linealidad del Método de la pendiente y proporcuonalldad para la
guaifenesina. Gencopharmaceutical Lima -2014.

Ecuacion de la recata dénd:

y =9840.858x + 244.822

n= 15 n: Numero de muestras

a= 244 822 a: Intercepto de larecta -

b= ) 9840,858 b: Pendiente de la recta

r= 0,99981 r. Coeficiente de correlacion

r= 0,99962 r2:  Coeficiente de determinacién

texp = 58,525 texp :  t de Student experimental

2,365 " tep: tde Student tabla 7

S*’xy= - 8652,228 S?xy: Varianza de la pendiente al cuadrado

Sb= - 28272481 S%b: Desviacion estandar de la pendiente al
- cuadrado

Sb= 168,144 Sb: Desviacion estandar de |la pendiente

Sxy = 93,017 Sxy: Varianza de la pendiente

S%a= 29417,574 S?a; Desviacion estandar del intercepto al

cuadrado

Sa= 171,65 Sa: Desviacion estandar del intercepto

texp = 1,427 texp - tde Student experimental .

tap = 2,998 tap . t de Student tabla

LCb = [793,84 2 835,476] LCb: Limite de confianza de la pendiente

LCa= [-223,8 a 265,844] LCa: Limite de confianza del intercepto

Coeficiente de correlacion: r debe ser mayor que 0,999

r> 0,999 r=0,99981
Prueba de linealidad de la pendiente
Al aplicar la prueba estadistica "t" de Student debe cumplirse que :
texperimental > t tablas tyy = 2,306 tegp= 58,525
El t experimental es mayor que el t de tablas por lo que existe la probabilidad de queb
sea diferentede cero es elevada y la linealidad es correcta
Prueba de proporcionalidad
Al aplicar la prueba estadistica "t" de Student debe cumplirse que :
t experimental < t tabla, typ=2,896 top = 1,427
El t experimental es menor que el t de tablas por Io que decimos que cumple con ia
prueba de proporcionalidad ! '

Limite de confianza para "b" [793,842 a 835,476)
LI LS
Estos limites no incluyen el cero, por lo que decimos que la pendiente es
significativamente
Diferente de cero y no es paralela a la abicisa.
Limite de confianza para "a" [-223,8 a 265,844]
LI LS
Estos limites incluye el cero, el método analitico no presenta sesgo es decir cumple con
la prueba de proporcionalidad
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Anexo 10

Tabla 21. Linealidad del método de la pendiente y proporcionalidad para el
dextrometorfano bromhidrato. Gencopharmaceutical Lima -2014.

Ecuacion de la recata donde:

y = 8566.039x + 4.461

n= 15 n: Numero de muestras

a= 4,461 a: Intercepto de larecta

b= 8566,039 b: Pendiente de la recta

r= 0,99991 r- Coeficiente de correlacion

rr=s 0,99982 r:.  Coeficiente de determinacion

texp = ) 61,374 tep : tde Student experimental

tean = 2,365 tup . tde Student tabla

Sy = 74,468 - S%xy: Varianza de |la pendiente al cuadrado

S*bh = 19480,069 S%b; Desviacion estandar de la pendiente al
cuadrado '

Sb= 139,571 Sb: Desviacion estandar de la pendiente

Sxy = 8,6294 - Sxy: Varianza de la pendiente ‘

Sf2a= 241,858 S%a. Desviacion estandar del intercepto al

: cuadrado

Sa= 15,55 Sa: Desviacion estandar del intercepto

texp = 0,287 texp :  tde Student experimental

tan= . 2,998 _ tap :  t de Student tabla

LCb=  [983353a LCb: Limite de confianza de la pendiente

104246,7]
Lca= [-32,32 a 41,242] Lca: Limite de confianza del intercepto

Coeficiente de correlacién: r debe ser mayor que 0,999

r >0,999 r=0,99991

Prueba de linealidad de la pendiente

Al aplicar la prueba estadistica de “t” de Student debe cumplirse que :

t experimental > t tablas tp= 2,306t o = 61,374

El t experimental es mayor que el t de tablas por lo que existe la probabilidad de que
b sea diferente de cero es elevada y la linealidad es correcta

Prueba de proporcionalidad :
. Al aplicar la prueba estadistica “t” de Student debe cumplirse que :
t experimental < t tabla, tp=2,8961t.,=0,287
El t experimental es menor que el t de tablas por lo que decimos que cumple con la
prueba de proporcionalidad

Limite de confianza para ‘b” [98335,287 a 104246,713)
: LI LS

Estos limites no incluyen el cero, por lo que decimos que la pendiente es
significativamente diferente de cero y no es paralela a la abcisa

Limite de confianza para “a” [-32,32 a 41,242]

: LI LS
Estos limites incluye el cero, el método analitico no presenta sesgo es decir cumple
con la prueba de proporcionalidad ,
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Anexo 11

Tabla 22. Precision intermedia bajo las mismas condiciones operativas para la
fenilefrina clorhidrato 5Smg/5mL. Gencopharmaceutical Lima -2014.

MUESTRA, 5 ANALISTA 1 ANALISTA 2
V%LUUE";'_EF:EE AREAS  C C% AREAS ¢ C%
) mg/SmL mg/SmL
Analista 1 434 59485 43571042 —
W.Est. 1=50.5mg 43249316 _ 435,00876 :
W.Est.2=50.5mg  432,96823 43478033
Analista 2 433.,36349 434.,02896
W.Est. 1=50.5mg  433,01489 43356577
W.Est. 2=50.5mg 43267142 434 25885
Mt1 43220849 4,978 99,561  430,37109 4,988 99,75
SmL 431,40356 430,18320
433,02432 : 430,09128
Mt2 430,85718 4,9573 99,146 429,94547 4,987 99,73
SmL 431,16138 430,10165
429,30008 ' 430,25369
Mt3 428,11096  4,9213 98,426  430,77765 4992 99,84
SmL 427,48907 430,97464
S 426,35001 429,96970
Mt4 42557263  4,9245 98,491  430,01556 4,986 99,71
SmL 424,98663 430,09360 -
43223117 429,90988
Mt5 431,78833  4,9765 99,529  429,22424 4974 99,49
SmL 431,72653 ) 42897488
. 432,18951 _ 428,93219
mt6 432,55276  4,9652 99,304 42893076 4,970 99,4
5mL 431,84219 428,63766 ‘
431,92191 - 428,43295
Mt7 43148492  4,9659 99,318  428,40417 4966 99,33
SmL 430,97205 ' 42871640
430,91785 | 427,95587 _
Mt8 431 .30859 4,9659 99,318 429 45572 4,977 99,53
SmL 431,45483 429,34360
. 430,80295 . 429,00745
Mt9 431,08331  4,9655 99,311 - 429,51645 4978 99,55
SmL 431,19951 42937271
431,18802 ‘ 429,11780
Mt10 430,01535  4,9557 99,114  426,96420 4,95 99,00
SmL 430,66849 427,17969
430,22540 426,70303
PROMEDIO 4,95758 99,15 49768 99,5
D.S 0,01957 0,391349 - 001263 0,24
cv 0,39483 0,394696 0,25377 0,25
PROMEDIO ANALISTA 1 DS 0,640724808
+ ANALISTA 2 cVv 0,645236633

Conclusion: El CV< 2%, el coeficiente de variacion es 0,645%, es menor al 2% por lo tanto
podemos decir que el método es preciso y cumple con la reproducibilidad
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Anexo 12

Tabla 23. Precision intermedia bajo las mismas condiciones operativas para la
guaifenesina 100mg/5mL. Gencopharmaceutical Lima -2014.

MU ESTRA, ANALISTA 1 ANALISTA 2
VOLUMEN DE AREAS — C C% AREAS ¢ %
MUESTRA . mg/SmL mg/5mL
Analista 1 10246,6000 10334,600 —
W.Est. 1=101,0mg  10244,0000 10328,100
W.Est. 2=101,1mg  10244,2000 10319,800
Analista 2 10259,8000 10317,800
W.Est. 1=100,0mg  10255,4000 10312,400
W.Est. 2=100,0mg  10256,3000 10310,700
Mt1 102230000 99701 99701 . 10271,700 99,119 99,119
5mL 10220,7000 10271,000
10217,4000 10266,600 -
Mt2 10217,4000 99,633 99,633  10267,200 99,033 99,033
5mL 10214,7000 10261,200
: 10217,5000 : 10254,100
Mt3 10220,5000 99,669 99,669  10258,000 99,103 99,103
5mlL 10215,9000 10276,000
10214,8000 10270,200
Mt4 102205000 99,684 99,684  10250,200 99,092 99,092
5mbL 10214,8000 - 10266,000
10220,6000 10275,500
Mt5 10211,0000 99,625 95,625 10268400 99,109 99,109
SmL - 10212,9000 ~ 10265,700
10214,0000 10271,900
Mt6 102222000 99,746 99,746 10281200 99,257 99,257
5mL 10228,9000 10286,300
102239000 10284,700
mMt7 102369000 99,818 99,818 10281200 99,257 99,257
5mL 10226,8000 10286,300
| 10233,6000 10284,700
Mt8 102357000 99,82 9982 10340300 99,612 99,612
5mL 10232,0000 10330,100
10230,0000 10292,100
Mto 10237,5000 99,781 99,781 . 10263700 88,811 98,811
5mL 10223,3000 10228,800
10225,1000 10221,000
Mt10 10224,8000 99,754 99,754 10217,3000 98,607 98,607
5mL 10231,0000 10218,3000
10221,8000 10214,4000
PROMEDIO , 99,7231 09,72 991 99,10
D.S 0071424 0,071424 02673 02673
cv 0,071623 0,071623 02697 02697
PROMEDIO DS 0,33871858
ANALISTA 1 + cV . © 0,341344399
ANALISTA 2

Conclusion:El CV< 2%: el coeficiente de variacion es 0,341%, es menor al 2% por lo tanto
podemos decir que el método es preciso y cumple con la reproducibilidad
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Anexo 13

Tabla 24. Precision intermedia bajo las mismas condiciones operativas para el
dextrometorfano bromhidrato 10mg/SmL. Gencopharmaceutical-2014.

MUESTRA, ANALISTA 1 ANALISTA 2
VOLUMEN DE AREAS C C% AREAS C C%
MUESTRA mg/5mL mg/5mL
Analista 1 916,05701 920,87299
‘W. Est. 1=25.0 mg 915,12402 - 919,34125 -
W. Est. 2=25.0 mg 916,12830 921,43970
Analista 2 917,16577 94401715
W. Est. 1=25.0 mg 916,03937 941,87018
W.Est. 2=25.2 mg 914,83472 942,23090
mMt1 990,14948 10,28 102,79 1001,1657 10,205 102,05
5mL 992,80774 1001,4501 :
993,67990 1001,1990
Mt2 1000,54828 10,37 103,67 1011,0617 10,299 102,99
5mL 999,63464 1010,5533 :
999,92444 ' 1009,8644
Mt3 986,67297 10,24 102,41 994,80353 10,148 101,48
5mL 987,67859 996,65247
989,33319 995,59991
Mt4 992,15533 10,28 102,76 1000,2493 10,188 101,88
S5mL 990,82355 999,59552
990,58936 998,97913
Mt5 983,81213 10,21 102,13 991,36035 10,106 101,06
5mL 985,68549 991,13965
986,01581 992,32019
Mt6 986,50226 10,23 102,26 994,37866 10,139 101,39
5mL 986,14075 995,62891
986,69019 994,35608
Mt7 974,53394 10,1 100,95 995,78723 10,161 101,61
5mL 973,41339 997,28168
973,37964 . 997,86206
Mt8 983,24377 10,19 101,92 993,95850 10,139 101,39
5mL 982,61475 994 64441
983,41888 995,82953
Mt9 987,21576 10,22 102,24 998,02643 10,177 101,77
5mL 985,63550 997,52649
985,91266 1000,0947
Mt10 984,66970 10,21 102,14 993,43848 10,114 101,14
5mL 985,93201 _ 992,33807
985,04700 , : 991,38385
PROMEDIO ' 10,233 102,33 10,167 101,68
D.S 0,0699 0,6960 0,0556 0,5567
cv 0,6833 10,6801 0,5476 0,5476
PROMEDIO ANALISTA DS 1,25280166
1+ ANALISTA 2 cv 1,227795746

Conclusion: El CV< 2%; el coeficiente de variacioén es 1.228%, es menor al 2% por lo
tanto podemos decir que el método es preciso y cumple con la reproducibilidad
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Anexo 14

Tabla 25. Exactitud, medido por el porcentaje hallado a diferentes
concentraciones de la fenilefrina clorhidrato 5mg/5mL. Gencopharmaceutical

Lima -2014.

PORCENTAJE DE PESO

ANALITO (mg) % REAL mg % s s?
TEORICO hallado  hallado
4,50 80,0 4,00 79,38 0076 0,006
Concentracin 451 80,0 3,98 79,53
80%
451 80,0 3.99 79,43
5,02 100,0 4,99 99,79 0217 0,047
Concentracion
5.01 100,0 502 100,05
100% -
5,02 100,0 502 100,22
5,50 120,0 5,96 119,98 0,126 0,016
Concentracion
120% 5,51 1200 - 598 120,23
5,50 1200 596 120,08

Test de Igualdad de Varianzas ( Test G de Cochran)

A 0.047

*» = SZysZ+SZ  0.006+ 0047 +0016 00690

Ge

Geevia(Pp = 0.05;K = 3;n = 3) = 0,8709

Al ser Goxp<Giabia significa que las varianzas de las tres concentraciones utilizadas
son equivalentes

Es decir, el factor concentracién no influye en la variabilidad de los

resultados.
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Anexo 15

Tabla 26. Exactitud, medido por el porcentaje hallado a diferentes
concentraciones de la guaifenesina 100 mg/5 mL. Gencopharmaceutical Lima -

2014.

PORCENTAJE 'PESO % REAL mg % S s2
DE ANALITO (mg) hallado hallado
TEORICO | |
80,01 80,0 80,36 80,06 0,163 0,026
Concentracion 80,00 80,0 80,30 - 80,30
0% 80,01 80,0 80,37 80,37
100,00 100,0 99,38 89,38 0,113 0,013
_Concentracién 100,02 100,0 99,39 99,19
100% 100,04 100,0 99,39 99,39
120,02 120,0 119,36 119,36 0,148 0,022
Concentracion 120,04 120,0 119,31 119,31
120% 120,01 120,0 119,38 119,08

Test de Igualdad de Varianzas ( Test G de Cochran)

6. - Smix = pied = 0.42623
&P T 82+82+ S2 0.026 + 0.013 +0.022 — ™

Geopia (@ =0.05K = 3;n = 3) = 0,8709

Al ser Gexp<Grapia - significa que las varianzas de las tres concentraciones utilizadas
son equivalentes

Es decir, el factor concentracion no influye en la variabilidad de los

resultados.
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Anexo 16

Tabla 27. Exactitud, medido por el porcentaje hallado a diferentes
~ concentraciones de dextrometorfano  brombhidrato. 10  mg/SmL.
Gencopharmaceutical Lima -2014.

PORCENTAJE PESO (mg) % REAL mg % S 8
DE ANALITO hallado hallado
TEORICO
8,02 80,0 7,94 79,38 0,076 0,006
Concentracién 8,01 80,0 7,95 79,53
80% 8,00 80,0 7,94 79,43
10,02 100,0 9,98 99,79 0,217 0,047
Concentracion 10,02 100,0 10,00 100,05 .
100% 10,01 100,0 10,02 100,22
12,00 120,0 1‘2,00 119,98 0,126 0,016
Concentracién 12,02 120,0 12,02 120,23 :
120% 12,03 120,0 12,01 120,08
Test de Igualdad de Varianzas ( Test G de Cochran) = 0.68116
‘ Si&x _ 0.047
Goxp = SZ+sz+s2  0.006 + 0.047 +0.016

Grapia(p= 0.05K = 3;n =3) = 0,8709

Al ser Gexp<Ceabic Significa que las varianzas de las tres concentraciones utilizadas
son equivalentes.
Es decir, el factor concentracion no influye en la variabilidad de los

resultados.
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Anexo 17

Acqg. Operator : M. Enciso Seq. Line : 10

1 Acqg. Instrument : Instrument 1l i Location : Viel 10
Injection Date : 8/15/2014 4:57:17 PM Inj : 1

Inj Volume : 20.0 wl

Sequence File : CiNCHEM3Z2\1\DATA\VALIDACIONES\GUAITFENE SINA\GUAIFENESINA 2014-06-15 08B-
27-34\GUAIFENESINA.S

Acg. Method : C:\CHEM32\1\DATA\VALIDACIONES\GUAIFENESINA\GUAIFENESINA 2014-08-15 08~
27-34\GUAIFENESINA.M
Last changed : B/15/2014 8:360:59 AM by M. Enciso

(nodified after loeding)

Anelysis Method : C:\CHEM32\1\DATA\VALIDACIONES\GUAIFENESINA\GUAIFENESINA 2014-08-15 08B~
27-34\GUAIFENESINA.M (Sequence Method)

Last changed : B/l5/2014 9:59:29 PM by M. Enciso

Seanple Info : PRINCIPIO ACTIVO 2

- VWD A Wavel engim 260 fwn (0 10- 1001.0)

mAL 3
y &

3so
300
280
200
180
100
[}
o

o &

s J>os0. rentetina

¥ T v
10 22 23 rrind
gy S A R

External Standard Report

-

Sorted By ] Signel

Calib. Data Modified H Friday, July 11, 2014 11:20:31 AN
Multiplier: : 1.0000

Dilution: : 1.0000

Use Multiplier & DPilution Fector with ISTDas
Sigmel l: VWDl A, Wevelength=280 nm

RetTime Type Ares Ant/Ares Amount Grp Name

[min) nAU s [ng)
——————— [ B el et et B
9.840 BB 420. 499469 7.69640e~-3 3.23630 Fenilefrine
19.6687 BB 86857.047685 1.01433e-4 5.99834e~-1 Guaifenesine
J
Acg. Operatox : BH. Enciso Seq. Line : 2
€q. Instrunment : Instrument 1 Location : Vial 7
Injection Date t B/15/2014 2:07:37 PH In) : 1
Inj Volume : 20.0 ul
Sequence File : C:\CHEM32\1\DATA\VALIDACIONES\GUAIFENESINA\GUAIFENESINA 2014 -08-15 08-
27~-34\GUAIFENESINA.S
Acqg. Mecthod t C:\CHEM3Z2\1\DATA\VALIDACIONES\GUAIFENE SINA\GUAIFENESINA 2014-08~15 08~
. 27-34\GUAIFENESINA.M
Last changed : 8/15/2014 8:38:59 AM by K. Enciso

(modified after loading)

Anelysis Method : C:\CHEM3Z\1\DATA\VALIDACIONES\GUAIFENESINA\GUAIFENESINA 2014-08-15 08~
27-34\GUAIFENESINA.M (Sequence Method)

Last changed i 8/15/2014 9:59:29 PM by M. Enciae

Sample Info : PLACEBO + PRINCIPO ACTIVO 1

VWY D 1 A Wavelangiim280 nm (007-0001.0)
mA 2
00
3%
300 @
280 H
200 k]
3
1% L
100 ®
© =
o A Do
1 7 T ; v u
o ] 10 16 20 25 oy

S R R e N S A T e S SRS RS S EE e

External Standard Reportc

Sortved By 2 Signal :

Celib. Data Modified H Friday, July 11, 2014 11:20:31 AM
Muleipliex: t 1.0000

Dilution: ¢ 1.0000

Use Multiplier &« Dilution Factor with ISTDs

Signal l: VWDl A, Wavelength=280 nm

RetTime Type Ares Anc/Area Anount Grp Nane
[min] mAU s [mg]
mmmmeme |m e e— .- ————————e s ee e ————— et B
9.758 BB B 433.55307 7.69640e-3 3.33680 Fenilefrine
19.721 BB 8769.22363 1.01433e~-4 9.950925e-1 Guaifenesina

Figura 7. Cromatografias, 1: estdndar de fenilefrina clorhidrato y guaifenesina, 2:
placebo de excipiente puro + fenilefrina clorhidrato y guaifenesina. Gencopharmaceutical
Lima -2014
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Anexo 18

Acqg. Operatox : M. Enciso Seqg. Line : 5
Acg. Instrument ! Instrument 1L Locaction : Vial §
1 Injection Date : B/15/2014 11:32:57 AM In) = 1
Inj ¥Volume : 20.0 nl
Sequence File ¢t C:\CHEM32\1\DATA\VALIDACIONES\GUAIFENESINA\GUAIFENESINA 2014-08-15 08~
27-34\GUAIFENESINA.S
Acqg. Method i C:\CHEM32\1\DATA\VALIDACIONES\GUAIFENESINA\GUAIFENESINA 2014-08-15 07-
L1-2S5\GUAIFENESINA.M
La=t changed ¢ 8/15/2014 9:01:25 AM by M. Enciso

(modified mfter loading)

Analysis Method : C:\CHEM32\1\DATAAVALIDACIONES\GUAIFENESINA\GUAIFENESINA 2014-08-15 OB~
27-34\GUAIFENESINA.M (Segquence Method)

lLast changed : B/l5/2014 9:59:29 PM by M. Enciso

Sample Info t PLACEBO 1

NAD 7 A, Wavelengthe280 hm (005-0501.0)
LY T
am =
360 =
300 5
260 5
200 5
480 5
400 4 S
&0 - &
e P
T T T T T
-3 a9 s 20 2 rrin)
e
External Standard Report
O
Sorced By E Signel
Calib. Dete Modified : Fridey, July 11, 2014 11:20:31 AN
Multiplier: H l.0000
Dilution: B l.0000
Use Multiplier &« Dilution Factor with ISTD=
Sigmnal 1: VWDl A, Wavelength=280 nn
RetTime Type Area Ant/Areca Amount Grp Name
[min] w AU s [ng]
et el e L bl ] el e B e
§.8621 - - - Fenilefrina
1e.694 - - - Guaifenesinea ]
Acqg. Operator : M. Enciso Seqg. Line i
Acg. Instrument : Inscrument 1 Location i Vial 1
Injection Dace : B/15/2014 B8:28:26 AM Iny : 1
Inj Volume : 20.0 nl
Sequence File : C:\CHEM32)\1\DATA\VALIDACIONES\GUAIFENESINA\GUAIFENESINA 2014-08-15 08-
Z7-34\GUAIFENESINA.S
Acg. Method t C:\CHEM3Z2\1\DATAAVALIDACIONES\GUAXFENESINA\GUAIFENESINA 2014-08~15 08~
) 27-34\GUAIFENESINA.M
Last changed : B/1l5/2014 B:38:59 AM by M. Enciso

(modified after loading)
Anelysis Method : C:\CHEM32\IA\DATA\VALIDACIONES\GUAIFENESINA\GUAIFENESINA 2014-08-15 08-
27-34A\GUAIFENESINA.N (S5equence Method}

Last changed t 8/15/2014 ©9:59:29 PM by M. Enciso
Sanple Info : FASE MOVIL 1 2
WVHD1 A, Wavelengthe280 nm (O01.0101.0)
mAL}
400
v
300
260
200
150
100
=0
o T T T T T T ~
o] & A0 15 20 25 min|

P L L L L L L L L L L R L e R P P e P LT

Externel Standard Report

S S A R K R KR A A N R R R SRS RS EE e

Sorted By Signal

Calid. Data HModified Friday, July 11, 2014 11:20:31 AM
Multipliexr: & l.0000

Dilucion: H 1.0000

Use Multiplier « Dilution Factor with ISTDs=

R

Signal 1: VWDl A, Wavelength=280 nm

RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] mAU Ty [ng]
—————— e e el it Bl Bl e
9.621 L = - Fenilefrina
19.694 = - - Guaifenesine

Figura 08. Cromatografias, 1: placebo de excipiente puro, 2: fase movil para fenilefrina
clorhidrato y guaifenesina. Gencopharmaceutical Lima -2014.
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ANEXO N° 19

Acg. Opereator : M. Encisoc Seq. Line : 5
cg. Instrument : Instrument 1 Location : Viel 5
jection Dete : 8/15/2014 11:32:57 AM Iny : 1

In) Volume : 20.0 ul
Sequence File i C:\CHEM3IZ\I\DATA\VALIDACIONES\GUAIFENESINA\GUAIFENESINA 2014-08-15 08~
27-34\GUAIFENESINA.S

Acqg. Method : C:\CHEM32\1\DATA\VALIDACIONES\GUAIFENESINA\GUAIFENESINA 2014~08-15 07~
11-25\GUAIFENESINA.M
Laest changed i B/15/2014 $:01:25 AM by M. Enciso

(modified after loading)

Anelys=is Method : C:\CHEM32\1\DATA\VALIDACIONES\GUAIFENESINA\GUAIFENESINA 2014-08~15 06~
27-34\GUAIFENESINA.M (Sequence Method)

Last changed : 8/15/2014 $:59:29 PM by M. Enciso

Sample Info i PLACEBD 1

VAWDA A Wavelengih=280 nm (005-0601.0)

>m

T T T = T

L] 10 13 20 25 e

L S L L LT T T

Externel Standard Report

Sorted By H Signel

Calib. Deta Modified : Fridey, July 11, 2014 11:20:31 AN
Multipliex: 2 l1.0000

Dilucion: : l.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal l: VWDl A, Wavelength=280 nm

RetTime TyYpe Area Ant/Arca Amount Grp Name
[min]) nAU s [mg]
e B D e I e R e LT
9.621 - - - Fenilefrinea
19.694 - . - - Guaifenesine 1
Acqg. Operestor : M. Enciso Seq. Line : 13
Acg. Instrument : Instrument 1l ' Location : Vial 13
Injection Date : B/15/2014 7:46:54 PM Inj =

Injy Volume : 20.0 nl .
Sequence File : C:\CHEM32\1\DATAA\VALIDACIONES\GUAIFENESINA\GUAIFENESINA 2014-08-15 08-
27-34\GUAITENESINA.S

Acq. Method i C:\CHEM32\1\DATA\VALIDACIONES\GUAIFENESINA\GUAIFENESINA 2014-08~-15 08~
27=34\GUAIFENESINA.M '
lLest changed : 8/15/2014 6:38:59 AM by M. Enciso

(modified after loading)
Analysis Method : C:\CHEM3Z\1\DATA\VALIDACIONES\GUAIFENESINA\GUAIFENESINA 2014-08-15 08-
27~34\GUAIFENESINA.M (Sequence Method)
8/15/2014 9:59:2% PH by M. Enciso
PLACEBO + PRINCIPIO ACTIVO + ESTRES 1

La=t changed
Semple Info

VWD A Wavelangthe280 nm (013-1301.D)
mal
<00

aso
300
280
200
180
100

o

0= L =

I3 ?nm- Fendetina

T u T

— 20 25 mn

R . R e R R R R AR A A A R EEEEEE R R O -
External Standard Report

EroEmEE e e e mE e D T R A e O

Sorted By ' Signal

Celib. Data Modified Fridey, July 11, 2014 11:20:31 AM
Multipliex: 3 l.0000

Dilution: £ 1.0000

Use Multiplier &« Dilution Factor with ISTDs

Signal 1l: VWDl A, Wavelength=280 nn

RetTine Type Area Ant/Aresa Amount Grp Neane
[min] mAU s [mg]
L B e L. ————— | ————— ——————————
$.931 BB 429.22705 7.69640e-3 3.30350 Fenilefrina
19.692 BB 9768,.93555 1.01433e-4 9.90896e~1 Guaifenesinea

Figura 9. Cromatografias, 1: control negativo (Alexmin®), 2: Placebo de excipienie puro
+ fenilefrina clorhidrato+guaifenesina+estres. Gencopharmaceutical Lima -2014.
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Anexo 20

Atgq. Operatox : M. Enciso Seqg. line : 7

Acqg. Instrument : Instrument 1 Location : Vial 7

Injection Date : B/5/2014 1:12:16 PH In) :

In3} Volume : 100.0 ul

Sequence File : C:\CHEM32Z2\1\DATA\VALIDACIONES\DEXTROMETORFANO\DEXTROAETORFANO 2014-06~-
05 07-12-41\DEXTROMETORFANG.S 2

Acqg. Method i Ci\CHEM32M\1\DATA\VALIDACIONES\DEXTROMETORFANO\DEXTROMETORFANDO 2014 -08-
05 07-12-41\DEXTROMETORFANO.M

Last changed : B/5/2014 7:16:52 AM by M. Enciso

(modified aftexr loading)

Anelysis HMethod : C:\CHEM3Z\1\DATA\VALIDACIONES\DEXTROMETORFANO\DEXTROMETORFANQO 2014 -08-
05 07-12-41\DEXTROMETORFANO.HM (Sequence Mechod)

Last changed : B/5/2014 9:23:48 PM by M. Enciso

Sanple Info : PA 1

VAID1 A, Wiawelenghm286 nm (007-0701.0)
mAL ﬁ
176 - £
180
]
125 - E
100 §
76 -
- 2
25 -
o ?
T T T T T -
<] -3 10 15 25 il
Emmrwns R D A0 e e -
External Standard Report
R R R R R EE R R E CE T S CEE R S SR ECREEECREESEECSEEFEFEEE O
Sorted By : Signeal
Calib. Data Modified = 8/10/2013 B:53:2Z AM
Multipliex: H 1.0000
Dilution: : 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Sigmel 1l: VWDl A, Uavelength=265 nn
RetTime Type Area Ant/Areas Ampunt Grp Name
[min]) AU = [mg]
mmemees {rmr e e |rer e er—ee s mrcem e e mam m— e [ m e ——————
25.658 BBA 915.33740 1.08%814e-3 9.96833e~-1 Dextrometorfano Bromh.
Acg. Operacor : M. Enciso Seqg. Line : 6
cg. Instrument : Instrument 1 Location : Vial 6
2 Injection Date : 8/5/2014 12:12:44 PH In) : 1
Injy Volume : 100.0 nl
Sequence File : C:\CHEM32\1\DATA\VALIDACIONES\DEXTROME TORFANO\DEXTROME TORFANC 2014 ~08-
05 0%-12=-41\DEXTROMETORFANO.S
hcg. Method : C:\CHEM3Z\1\DATA\VALIDACIONES\DEXTROME TORFAND\DEXTROMETORFANC 2014 ~06-
05 07-12-41\DEXTROMETORFANO.M
Least cheanged : B/5/2014 7:16:52 AM by M. Enciso

(modified after loading)
Anely=sis Method : C:\CHEM32\1\DATA\VALIDACIONES\DEXTROMETORFANO\DEXTROMETORFANG 2014-08-
05 07-12-41\DEXTROMETORFANO.M (Seguence Method)
8/5/ 2014 9:23:468 PM by M. Enciso
PLACEBO + PA 2

Last changed
Saxnple Info

- Dextromatefane Bromh.

10 15 2 2= min

External Stenderd Report

O

Sorted By : Sigmel

Calip. Deata Modified H 8/10/2013 B:53:22 AN
Multiplier: H 1.0000
Dilution: 3 1.0000

Use Multiplier &« Dilution Factor with ISTDs

Signal l1l: VWDl A, Wavelength=265 nn

RetTime TyYDe Area Anv/Area Amount Grp Nane
[min) nAU *a [mg]

B T B Bl e Bl
25.780 BBA £11.87262 1.08514e-3 9.93160e-1 Dextrometorfano Bromh.

Figura 10. Cromatografias, 1: estandar de dextrometorfano brombhidrato, 2: placebo de
excipiente puro + dextrometorfano bromhidrato. Gencopharmaceutical Lima -2014.

83


file:///DEXTR0BETORFAHO
file:///DEXTBDMETOBFAH0.M
file:///DEXTROHET0RFAKO
file:///ASID1
file:///DEXTTCOHET0RFANO
file:///DEXTRQHET0RFANO
file:///CHEM32/1
file:///DATA
file:///DEXTR0METORFANO
file:///DEXTR0METORFANC

Anexo 21

Acg. Uperstor T M. Enciso Seq. Line ¢ 3
Acg. Instrument : Instrument 1 locetion : Viel 3
1 Injection Dete : 8/5/2014 $:14:13 AM Injy : 1
Injy Volume : 100.0 nul
Sequence File t C:\CHEM32\1\DATA\VALIDACIONES\DEXTROME TORFANO\DEXTROMETORFANO 2014-08-
05 07-12=-41\DEXTROMETORFAND.S
Acg. Method : C:\CHEM3Z2\1\DATA\VALIDACIONES\DEXTROMETORFANO\DEXTROMETORFANO 2014-08-

05 07-12-41\DEXTROMETORFANO.HM
lest changed t B/5/2014 7:16:52 AM by M. Encise
(modified after loading)

0S 07-12-4QlI\DEXTROMETORFANO.H (Sequence Method)
Last changed t B/5/2014 9:23:48 PM by M. Enciso :

Anelysis Method : C:\CHEM32\1\DATA\VALIDACI DH’ES-\DEX'I'RDIETDRTAHD A\DEXTROMETORFANO 2014-08-

Sample Info PLACEBOD 1
VWD A Wavelength=285 nm (003-0301.0)
mAl
175
150
125
100
75
=0
=
o
o H 10 16 P Fring
R R R R SRS R R RN REEEEE RN AR e
External Stendard Repoxrt
R ECE R RS RS N R EEE R R A R O AR NE S ECEEE RO SO EC e A
Soxted By H Signel " .
Calib. Data Modified : 8/10/2013 8:53:22 AM
Multiplierx: H 1.0000
Dilution: H 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDa
Signal l1l: V¥D1l A, Wavelength=265 nm
RetTime Type Axrea Anv/Areea Amount Grp Nene
[min] AU *a [mg]
——————— e m——— |mmm——————— |mem e ————— | mm———————— == | rrr e ——————— ——
25.674 - - - Dextrometoxfano Bromh.
7 Acg. Operator : M. Enciso Seqg. Line : oy
Acg. Instxument : Instrument 1 Location : Vial 1
Injection Date : 8/5/2014 7:15:16 AM Inj @ 1
In4g Volume : 100.0 nl
Sequence File : C:\CHEM32\1\DATA\VALIDACIONES\DEXTROMETORFANO\DEXTROMETORFANO 2014-08-
0S5 07-12-AI\DEXTRUMETORFANO.S
Acg. Method i C:\CEEM3Z\1\DATA\VALIDACIONES\DEXTROMETORFANO\DEXTROHMETORFANO 2014-08-
05 07-12-4I\DEXTROMETORFANG.M
La=st changed t B/5/2014 7:16:52 AM by M. Enciso
(modified after loeding)
hinelysis Method : C:\CHEM3Z\1\DATA\VALIDACIONES\DEXTROMETORFANO\DEXTROMETORFANO 2014 -08-
05 07-12-41\DEXTROMETORFANC.HM (Sequence- Method)
Last changed : B8/5/2014 9:23:48 PM by M. Enciso a/8/
Sample Info : FASE HMOVIL 1 ’
VW D1 A Wavelangth=285 nm (001-0101.D)
maAll
175
150 -
125
100 4 .
75 =
0 -
25 4
o
g & 10 16 P 2= min|
L L L B A . AR AT RS, . e . .-
External Stendard Report
R
Sorted By : Sigmal
Celib. Data Modified : 8/10/2013 8:53:22 AN
Multipliex: : l.0000
Dilution: H 1.0000
Use Multiplier ¢ Dilution Factor with ISTDs
Signal l: VWDl A, Wavelength=265 nm
RetTime Type Area Anc/Area Anmount Grp Name
[min] mWAU s [ng]
——mmmen e m Rl L L e B
25.674 - - - Dextrometorfano Broxh.
Figura 11. Cromatografias, 1: placebo de excipiente puro, 2: fase mévil para

dextrometorfano bromhidrato. Gencopharmaceutical Lima -2014.
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Anexo 22

Acqg. Operatox : M. Encisc Seq. Line : 14
cq. Instrument : Instrument 1 Location : Vial 14

Jjecrion Date : 8/5/2014 B8:42:47 PR Inj = 2
In) Volume : 100.0 nul

05 07-12-41\DEXTRORETORFANO.S

05 07=-12=-41\DEXTROMETORFANO.N
Last chenged t 8/5/2014 9:21:11 PH by M. Enciso

(modified after loading)

05 07-1L2-4I\DEXTROMETORFANO.N (Segquence Mecthod)

Sequence File ¢ C:\CHEMIZ\1\DATA\VALIDACIONES\DEXTROMETORFANOADEXTROMETORFANG 2014 -08-

Acq. HMethod 3 CI\CHEM3IZ\1\DATA\VALIDACIONES\DEXTROHETQRFAND\DEXTRONETORFARO 2014 -08-

Analys=is Method : C:\CHEM32\1\DATA\VALIDACIONES\DEXTROMETORFANC\DEXTROMETORFANO 2014 ~08=-

Last changed : B8/5/2014 9:23:48 PHM by M. Enciso
Sample Info ¢ PLACEBO+PA+ESTRES (pH) 2
VWD A, Wavel engihmZ05 hm (0 14 1902 .0)
mAU "é
175 P
10 b4
= "‘T'
100 g
b3
- :
-3
a "
¥ T T T ¥ =
o -] 10 15 2 -]

External Scanderd Repoxrt

T Y

Sorted By ] Signal

Calib. Daca Modified 3 8/10/2013 8:53:22 AM
Hultipliex: H 1.0000
Pilution: ) 1.0000

Use Hulctiplier &« Dilucion Factoxr with ISTDs

Signal 1: VD1 A, Vavelength=265 nm

RetTime Type Axea Amt/Area Amount Grp Nane
(min] =AU s (=g

—————— [ Lt B e Bt
26.089 BB 917.79498 1.08914e-3 9.99610e-1 Dextrometorfano Bromh.

Acqg. Operator : . Enciso Seq. Line : 10

Acg. Insctrunent : Instcrunent 1 Loecation : Vial 10
jection Date : 8/5/2014 4:10:51 PH Inj = 1

, In) Volume : 100.0 ul

05 07-12-4I\DEXTROMETORFANO .S

0S5 07-12- 41 \DEXTROMETORFARNO.N
Last chenged : BfS5/7201L4 T7:16:52 AWK by M. Encismso
{nodified after losding)

05 07-12-41\DEXTROMETORFANO.H (3equence MHethod)
Last changed : 8/5/2014 9:23:48 PH by M. Encisa
Sample Info : AUESTRA NEGATIVA 2

Sequence File : C:\CHEM3Z\1\DATA\VALIDACIONES\DEXTROMETORFARO\DEXTROMETORFANC 2014 -08-

Acq. Hechod ¢ C:\CHEN3ZNIADPATA\FALIDACIONES\DEXTRORETORFANOADEXTROMETORFANG 2014-08-

Analysis Method : C:\CHEM3IZ\1\DATA\VALIDACIONES\DEXTROMETORFANOU\DEXTROMETORFANO 2014-00-

V01 A Wavelenglim 208 nm (0 10- 1001.0)

T T T ¥

e L L L L ey e L e e T T DL e L e P L R L e L e e L e e L T ]

External Standard Report

T A R N N S O Y O O S T S R e

Sorxced By 3 Signal

Calib. Date Hodified B 8/10/2013 8:53:22 AH
Mulciplierx: L} 1.0000
Dilution: t i.0000

Use Mulciplier « Dilucion Factor wich ISTDs

Signel 1: VWDl A, Wavelength=265 nm

RetcTime Type Area Amt/Area Amount Grp Hame
[min] BAU g mg]

B D L B L B et E TP
25.674 - - - Dextrometorfano Bromh.

T
s 10 15 20 28 oo

Figura 12. Cromatografias, 1: Control negativo (Alexmin®), 2: placebo de excipiente
puro dextrometorfano bromhidrato+ estrés. Gencopharmaceutical Lima -2014
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Anexo 24

Figura 14. Preparacion de fase mévil, diluyente y muestras de fenilefrina clorhidrato,
guaifenesina y dextrometorfano bromhidrato para ser evaluados en el HPLC.
Gencopharmaceutical Lima -2014.
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Anexo 25. Matriz de consistencia

TITULO: Validacién de la técnica analitica por cromatografia liquida de alta performance (HPLC) para la determinacién de fenilefrina clorhidrato, guaifenesina y
dextrometorfano bromhidrato en Jarabe. Lima - 2014
AUTORA: ENCISO RODRIGUEZ, Maritza

TITULD PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS MARCO TEORICO bbsiceptrert] DISEND METODOLOGICO

¢Sera confiable la Validacion de métodos Tipo :Descriptivo transversal

Validacién de la técnica analiica Objetivo general: La validacién de la  analiticos Variable principal  Nivel :Bésico

técnica  analitica para la técnica  analitica La validacién de un método Validacion de una  Poblacién;Un lote determinadode 600L de Jarabe fenilefrina clorhidrato (5mg/mL),

por cromatografia  cuantificacion Validar una técnica analitca por por cromatografia analitico es el proceso por el técnica analiica guaifenesina (100mg/5mL) y dextrometorfanobromhidrate (10mg/SmL), del area de

liquida de alta dedextrometorfano cromatografia liguida de alta liquida de Alta cual se establece, por medio por cromatografia liquidos del laboratorio Gencopharmaceutical SAC.

performance bromhidrato, performance, (HPLC) para la  performance de estudio de laboratorio, que  liquida de alta Muestra;dL de placebo de jarabe defenilefrina clorhidrato (5ma/5mL),

(HPLC) para la fenilefrina determinacién de contenido de (HPLC) para la las caracteristicas de performance guaifenesina (100mg/5mL) y dextrometorfanobromhidrato (10mg/5mL), se uilizé

determinacion de clorhidrato.y dextrometorfano bromhidrato, determinacibn de desempeiio del método (HPLC) un muestireo aleatorio simple.

dextrometorfano guaifenesina  en  fenilefrina clorhidrato y guaifenesina en  dextrometorfano reunen los requisitos para las  Indicadores: METODOLOGIA:

bromhidrato, Jarabe Jarabe y documentar los resultados bromhidrato, aplicaciones analiticas  Parametros de « Fenilefrina y Guaifenesina:

fenilefrina desarrollado por el  obtenidos. fenilefrina concebidas. Las validacion: Fase mévil: Preparar sol. de metanol: solucion A (30:70) y luego filtrar.

clorhidrato y método de Objetivos especificos: clorhidrato y caracleristicas de desempefio  Selectividad, Solucion A: Disolver 0.55 g de acido 1-hexanosulfonico en agua y enrazar a

guaifenesinaen en  cromatografia « Determinar la prueba de aptitud del guaifenesina enla se expresan en funcién de los  Linealidad, 500mL. Fillrar a través de un filtro de membrana de 0.45 um de nylon.

Jarabe. Lima - liquida de alla sistema especifico  para la formafarmacéutica parametros analiticos que Precision, Diluyente:Mezclar agua y metanol (30:10) y agregar 1 gota de acido fosférico

2014 performance para cuantificacién de dextrometorfane de Jarabe es seran descritos més  Exactitud, luego verificar el pH en aproximadamente 3.0. '
obtener resultados bromhidrato, fenilefrinaclorhidrato. y  confiable para adelante'. Robustez Preparacion del estindar mixto:
dentro de fas guaifenesinaen Jarabe, obtener los  Parametros de validacion: Transferir 50mg de fenilefrina clorhidrato a una fiola de 100 mL, adicionar 30 mL
especificaciones « Determinar la especificidad y resultados dentro e Selectividad-Especificidad de diluyente, mezclar, dejar equilibrar a T* ambiente y completar a volumen con
eslablecidas en el selectividad de la técnica analitica de las  « Linealidad diluyente. Pesar 100 mg de guayfenesina a una fiola de 100 mL, transferir 10,0 mL
protocolo de para el andlisis de contenido por especificaciones « Precision de la solucién estandar de Fenilefrinaclorh. a fiola de 100 mL y completar a
validacion? HPLC de dextrometorfano  establecidas en el . Exactitud volumen con diluyente, mezclar. (Conc. aprox. de 0.05 mg/mL de fenilefrina

bromhidrato, fenilefrina clorhidrato y  protocolo de . Robustez" clorhidrato, 1 mg/mL de guaifenesina), filtrar una porcién de esta solucién a través
guaifenesina en Jarabe. validacién. de un filtro de membrana de 0.20 ym de nylon descartando los primeros mL del
e Determinar la linealidad utilizando la ) Dextrometorfanobromhidrat: filtrado.

técnica analitica por el método de
HPLC para la cuantificacion de
dextrometorfano bromhidrato,
fenilefrina clorhidrate. y guaifenesina
en Jarabe.

« Comprobar la precision de la técnica
analitica por el método de HPLC
para la  cuantificacion de
dextrometorfano bromhidrato,
fenilefrina clorhidrato y guaifenesina
en Jarabe,

» Determinar la exactitud utilizando la
técnica analitica por el método de
HPLC para la cuantficacion de
dextrometorfano bremhidrato,
fenilefrinaclorhidrato. y guaifenesina
en Jarabe,

» Evaluar la robustez empleando Ia
técnica analitica por el método de
HPLC para la cuantificacion de
dextrometorfano bromhidrato,
fenilefrina clorhidrato. y guaifenesina
en Jarabe.

Es el d-isomero del analogo
codeinico del levorfanol, se
emplea como antitusigeno.
Controla los espasmos de la
tos al deprimir el centro de la
tos en el bulbo, posee una
potencia supresora de la tos
de aproximadamente la mitad
de la potencia antitusigena de
la codeina®.

Fenilefrina clorhidrato: Es una
amina simpaticomimetica que
se utiliza por viaintranasal
para combalir la congestion
nasal y por via oral en
combinacién con otros
farmacos en el tratamiento de
Ia gripe, resfriado, etc.”
Guaifenesina; es un
expectorante utilizado para el
alivio sintomatico de los
trastornos respiratorios
caracterizados por una los
seca o producliva, y por la
presencia de moco en el
tracto respiratorio®.

Preparacion de la muestra:

Transferir 5SmL de jarabe (5mg defenilefrina clorhidrato y 100 mg de guaifenesina)
exactamente medidos a una fiola de 100mL, adicionar 40ml de diluyente agitar
hasta disolver, completar a volumen con diluyente, (conc. aprox 0.05 mg/mL de
fenilefrina clorhidrato y 1mg/mL de guaifenesina), filtrar una porcion de esta
solucion, .
Condiciones cromatograficas:

Longitud de onda: 280nm, flujo: 1,0mU/minuto, Vol. de inyeccion: 20ul,
temperalura: ambiente, columna: Eclipse XDB-Phenyl C18 de 4,6 x 250mm Sum,
tiempo de retencion: fenilefrina: 10 min, guaifenesina: 20 min aprox.

. Dextrometorfano bromhidrato (10mg/6mL):

Fase mdavil: pesar 1.44g de lauril sulfato de sodio disolver en 300mL de agua
purificada, agregar 5.5mL de Trietanolamina, luego llevar a pH 2.8-2.9 con acido
fosférico, agregar 200mL de acetonitrilo dejar equilibrar a T* ambiente, finalmente
mezclar y filtrar.

Preparacién del estindar: Transferir 25 mg de dextrometorfano bromhidrato, a
una fiola de 25 mL, adicionar 30 mL de fase movil, mezclar, dejar equilibrar a T°
ambiente y completar a volumen con fase mévil, transferir 1 mL de la dilucién
anterior a una fiola de 10 mL y llevar a volumen con fase mévil, mezclar y filtrar
(Conc. aprox. de 0.1 mg/mL de dextrometorfano bromhidrato).

Preparacion de la muestra:Transferir 5 mL de jarabe (+ 10 mg de
dextrometorfano bromhidrato) a una fiola de 100 mL, adicionar 40 mL de fase
movil dejar equilibrar a T° ambiente y completar a volumen con diluyente, mezclar
y filtrar (Conc. aprox. de 0.1 mg/mL de dextrometorfano bromhidrato).
Condiciones Cromatograficas: Longitud de onda: 265 nm, Flujo: 1.5 mL/min,
Vol. de inyeccién: 100 uL, Temperatura: ambiente, Columna: Eclipse XDBC 18 de
4.6 x 150 mm 5-um, Tiempo de retencién: 20 min aprox.




Validacion de la técnica analitica por cromatografia
liquida de alta performance (HPLC) para la
determinacion de fenilefrina clorhidrato, guaifenesina

y dextrometorfano bromhidrato en jarabe. Lima -
2013

Maritza Enciso Rodriguez' y Maricela Lopez Sierralta’.
'Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga.

RESUMEN

El anélisis por Cromatografia Liquida de Alta Precision (HPLC) de productos farmacéuticos es una
necesidad y es de uso rutinario. El1 presente trabajo de investigacién tiene por objetivo Validar una
técnica analitica por, (HPLC) para la determinacién de contenido de dextrometorfano bromhidrato,
fenilefrina clorhidrato y guaifenesina en jarabe, desarrollado en el laboratorio Gencopharmaceutical SAC
Lima, durante el periodo eneroe a julio del 2014. El tipo de investigacioén fue descriptivo transversal con
un muestreo aleatorio simple, para lo cual se evalué los parametros estipulados en la USP como:
Exactitud, Precision, Selectividad — Especificidad, Linealidad y Robustez. Los resultados finales
obtenidos segin los pardmetros descritos demostré que el método es selectivo y especifico porque no
existen interferencias con el excipiente, fase mévil, diluyente y productos de degradacién. El método es
lineal porque se obtuvo un coeficiente de correlacion de 0.99959 para la fenilefrina clorhidrato, 0.99997
para la guaifenesina y 0.99983 para el dextrometorfano bromhidrato. En la exactitud el porcentaje de
recuperado promedio fue 99.80% de fenilefrina clorhidrato, 99.56% de guaifenesina y 99.78% de
dextrometorfano bromhidrato en un rango de 80-120%. En la precisién el coeficiente de variacién de la
repetibilidad fue 0.65% para la fenilefrina clorhidrato, 0.34% para la guaifenesina y 1.23% para el
dextrometorfano bromhidrato, la desviacién estindar relativa porcentual de la precisién intermedia fue
de 0.61% para la fenilefrina clorhidrato, 0,090% para la guaifenesina y 0.342% para el dextrometorfano
bromhidrato respectivamente, encontrandose dentro de los limites especificados. En el ensayo de robustez
los cambios en cuanto al pH de la fase movil, marca de la columna y refrigeracién de las muestras no
interfieren en la recuperaciéon. Concluyéndose asi que el método analitico propuesto es lineal, exacto,
preciso, reproducible, selectivo y presenta robustez, comprobandose asf su validez.

Palabras claves: Validacion de técnica analitica, HPLC fenilefrina clorhidrato, guaifenesina,
dextrometorfano bromhidrato.

SUMMARY

The analysis by high precision liquid chromatography (HPL.C) of pharmaceuticals is a necessity and is in
routine use. The present research aims to validate an analytical technique for high performance Liquid
Chromatography (HPLC) for the determination of dextromethorphan Bromh content. Phenylephrine
Clorh. And Guaifenesin in Syrup, developed in the laboratory Gencopharmaceutical S.A.C., during the
period January to the 2014 July.

The fellow of investigation went descriptive side road with an aleatory sampling simple, stop it as USP
evaluated the stipulated parameters in her himself I have a meal: exactness, precisién, selectividad -
specificity, linealidad and robustez. The final results obtenidos according to the described parameters he
proved that method is selective and specific because atmospherics with the excipient, movable phase,
thinner and degradation products do not exist. Method is linear because fenilefrina obtained a correlation
coefficient of 0.99959 in order to her himself hydrochloride, 0.99997 in order to her guaifenesina and
0.99983 prop the dextrometorfano bromhidrato. The recovered- average percentage was 99.80 In the
exactness. In the precision the variation coefficient of her repetibilidad was 0.65. The changes as to the
movable phase's pH, the column's check mark and signs's refrigeration do not interfere in the recuperation
In the robustness essay. Concluyéndose as soon as the analytical method once was proposed is linear,
exact, precise, reproducible, selective and shows robustness, comprobandose thus his validity.

Key words: Validation of analytical technique, HPLC phenylephrine hydrochloride, guaifenesin,
dextromethorphan hydrobromide.



INTRODUCCION
El anslisis se considera hoy en dia un proceso
mediante el cual se obtiene informacién. Se
realiza millones de andlisis cada dia en los
admbitos mas variados: andlisis de productos
manufacturados, analisis medioambientales,
andlisis clinicos, forenses, quimicos y fisicos, en
todos ellos se requiere una confianza en los
resultados obtenidos. La validacién de las
metodologias analiticas, junto con ofras
actividades englobadas en el drea de
aseguramiento de la calidad, permiten conseguir
calidad, otorgando la confianza necesaria a la
vez que confieren un grado elevado de
comparabilidad entre los resultados de los
analisis quimicos.’
La industria farmacéutica, al elaborar sus
productos destinados a curar la enfermedad,
salvar vidas o mejorar la calidad de vida, no
puede haber el minimo margen para el error. Sin
embargo, a pesar de los esfuerzos de control y
fabricacién, se exige una mejora continua y
maximas garantias de la calidad y es en el
avance para conseguir un total dominio de la
calidad, cuando surge el concepto de
validacién®. -
Objetivo general:
Validar una técnica analitica por cromatografia
liquida de alta performance, (HPLC) para la
determinacién de contenido de dextrometorfano
bromhidrato,  fenilefrina  clorhidrato ¥y
guaifenesina en jarabe y documentar los
resultados obtenidos.

Objetivos especificos:

e Determinar la prueba de aptitud del sistema
especifico para la cuantificacion de
dextrometorfano bromhidrato, fenilefrina
clorhidrato y guaifenesina en jarabe.

o Determinar la especificidad y selectividad de
la técnica analitica para el andlisis de
contenido por HPLC de dextrometorfano
bromhidrato, fenilefrina  clorhidrato y
guaifenesina en jarabe.

o Determinar la linealidad utilizando la técnica
analftica por el método de HPLC para la
cuantificacién de dextrometorfano
bromhidrato, fenilefrina clorhidrato. y
guaifenesina en jarabe. _

» Comprobar la precisién de la técnica analitica

- por el método de HPLC para la cuantificacién
de dextrometorfano brombhidrato, fenilefrina
clorhidrato. y guaifenesina en jarabe.

* Determinar la exactitud utilizando la técnica
analitica por el método de HPLC para la

- cuantificacién de dextrometorfano
bromhidrato, fenilefrina clorhidrato. vy
guaifenesina en Jarabe.

» Evaluar ]a robustez empleando la técnica
analitica por el método de HPLC para la
cuantificacion de dextrometorfano

bromhidrato, enilefrina  clorhidrato. 'y
guaifenesina en jarabe.

MATERJIALES Y METODOS
DEFINICION DE LA POBLACION Y
MUESTRA
Poblacion: Un lote determinadode 600L de
Jarabe fenilefrina clorhidrato (5 mg/ mlL),
guaifenesina (100 mg/5 mlL) y
dextrometorfanobromhidrato (10 mg/5 mL), del
drea de liquidos del laboratorio
Gencopharmaceutical SAC.

Muestra; 4L de placebo de jarabe
defenilefrina  clorhidrato (5 mg/5 mL),
guaifenesina (100 mg/5 mL) y dextrometorfano
bromhidrato (10mg/5mL).

Tipo de muestreo

Muestreo aleatorio simple

DISENO METODOLOGICO

Metodologfa para la recoleccién de datos
Recoleccién de la muestra

Las muestras de jarabe placebo de fenilefrina
clorhidrato, guaifenesina y dextrometorfano
bromhidrato fueron recolectados de un lote de
600 litros de la parte media con un muestreo
aleatorio simple en el  laboratorio
Gencopharmaceutical del departamento de
produccién del 4rea de liquidos en Lima.

. 1. Fenilefrina clorhidrato y guaifenesina

e Preparacion de la fase mévil.

Preparar una solucién de metanol: solucién A
(30: 70) y luego filtrar

Solucién A: Disolver 0.55 g. de 4cido 1 —
hexanosulfonico en agua y enrazar a 500 mL,
filtrar a través de un filtro de membrana de 0.45
um de nylon.

e Preparacién del diluyente

Mezclar agua: metanol (30:10) y agregar 1 gota
de 4cido fosférico luego verificar el pH en

. aproximadamente 3.0.

e Preparacién del estindar mixto:

Transferir 50 mg de fenilefrina clorhidrato,
exactamente pesados, a una fidla de 100 mL,
adicionar 30 mL de diluyente, mezclar, dejar
equilibrar a temperatura ambiente y completar a
volumen con diluyente. Pesar 100 mg de
guayfenesina a una fiéla de 100 mL, transferir
10,0 mL de la solucién estidndar de fenilefrina
clorhidrato a fi6la de 100 mL y completar a
volumen con diluyente, mezclar. (conc. aprox.
de 0.05 mg/mL de fenilefrina clorhidrato),
(conc. aprox de 1 mg/mL de guaifenesina),
filtrar una porcién de esta solucién a través de
un filro de membrana de 0.20 pm de nylon
descartando los primeros mL del filtrado.
Colocar cada filtrado en viales limpios y septas
nuevas,



» Preparacién de la muestra:

Transferir 5 mL de jarabe (5 mg de fenilefrina
clorhidrato y 100 mg de guaifenesina),
exactamente medidos, a una fiola de 100 mL,
adicionar 40 mL de diluyente dejar equilibrar a
temperatura ambiente y completar a volumen
con diluyente, mezclar, (conc. aprox. de 0.05
mg/mL de fenilefrina clorhidrato), (conc. aprox
de 1 mg/mL de guaifenesina), filtrar una
porcién de esta solucién a través de un filtro de
membrana de 0.20 pm de nylon descartando los
primeros mL del filtrado.

Longitud de onda: 28 nm, Flujo: 1.0mL/min,
Vol. De inyeccién: 20pL, temperatura ambiente,
Columna: Eclipse XDB-pheny! C18.

2. Dextrometorfano bromhidrato
e Fase movil:

Pesar 1.44 g de lauril sulfato de sodio disolver

en 300mL de agua purificado. A esta solucién -

agregar 5.5 mL de trietanolamina, luego llevar
aun PH 2.8-2.9 coné4cido fosférico, agregar
200 mL de acetonitrilo dejar equilibrar a
temperatura ambiente finalmente mezclar y
Ffiltrar a través de un filtro de membrana de
0.45 -pm de nylon.

e Preparacion del estindar:

Transferir 25 mg de dextrometorfano
bromhidrato, exactamente pesados, a una fidla
de 25 mL, adicionar 30 mL de fase movil,
mezclar, dejar equilibrar a temperatura ambiente
y completar a volumen con fase mdvil
Transferir 1 mL de la dilucién anterior a una
fila de 10 mL y llevar a volumen con fase
movil, mezclar (conc. aprox. de 0.1 mg/mL de
dextrometorfano bromhidrato). Luego filtrar una
porcién de esta solucién a través de un filtro de
membrana de 0.20 pm de nylon descartando los
primeros mL del filtrado.

* Preparacién de la muestra:

Transferir 5 mL de jarabe (10 mg de
dextrometorfano bromhidrato) a una fidla de
100 mL, adicionar 40 mL de fase mévil dejar
equilibrar a temperatura ambiente y completar a
volumen con diluyente, mezclar (conc. aprox.
de 01 mg/mL de dextrometorfano
bromhidrato). Luego filtrar una porcién de esta
solucién a través de un filtro de membrana de
0.20 pm de nylon descartando los primeros mL
del filtrado. Longitud de onda: 265nm, flujo: 1.5
mL/minuto, Vol. de inyeccién: 100 pL,
temperatura ambiente, columna: Eclipse XDB-
C18 x 150mm. :
Desarrollo de los pardmetros de validacion

1. Especificidad-Selectividad.- Los
documentos de ICH definen especificidad como

la capacidad de evaluar de manera inequivoca el
analito en presencia de aquellos componentes
cuya presencia resulta previsible, tales como
impurezas, productos de degradacion y
componentes de la matriz.>*

a. Determinacién de picos provenientes de los
reactivos utilizados durante el andlisis: Se
prepara fase mévil y diluyente por duplicado
como indica la técnica y filtrar en un vial por
separado e inyectar dos inyecciones de cada
uno, se determina si hay respuesta.

b. Determinacién de picos de excipientes en el
placebo: Transferir 5 mL de la preparacién
placebo exactamente medidos a una fiola de
100mL completar a volumen con diluyente
mezclar y filtrar, preparar por duplicado y
realizar dos inyecciones de cada uno.

c. Determinacién de picos de excipientes en el
placebo al que se le afiade 100% de principio
activo:

Para fenilefrina clohidrato + guaifenesina.-
Agregar 101.37 mg de principio activo de
Fenilefrina clorhidrato + 2.02 mg de principio
activo de guiafenesina a la muestra placebo en
una fiola de 100 mL y aforar con diluyente, de
esta solucién transferir 5 mL a una fiola de 100
mL y aforar con diluyente, filtar una porcién,
preparar la muestra por duplicado y realizar dos
inyecciones de cada uno.

Para dextrometorfano.- Agregar 210.64 mg de
principio  activo  de  dextrometorfano
bromhidrato a la muestra placebo en una fiola
de 100 mL, de esta solucién transferir 5 mL a
una fiola de 100 mL y aforar con diluyente,
filtrar una porcién de esta, preparar la muestra
por duplicado y realizar dos inyecciones de cada
uno.

d. Determinacién picos del control negativo:
preparar una solucién muestra usando otro

- producto que no contenga el principio activo,

preparar de la misma manera como indica la
técnica, preparar por duplicado y realizar dos
inyecciones de cada uno.

e. Determinacion de picos de impurezas
relacionado a la fenilefrina clorhidrato,
guaifenesina y dextrometorfano bromhidrato
placebo + principio activo al 100%:

Muestra sometido a estrés (50° durante lhora).-
transferir 5 mL de la muestra a una fiola de 100
mL, y aforar con diluyente a volumen, filtrar
una porcién de esta solucién e inyectar por
duplicado

2. Linealidad. La linealidad de un método
analitico es su capacidad para demostrar que los
resultados de la prueba son directamente
proporcionales (o se convierten en directamente
proporcionales mediante una transformacion
matematica bien definida a la concentracién del
analito dentro de un rango dado’. Se determina
empleando soluciones de trabajo en un rango de



cinco concentraciones (80%, 90%, 100%,
110%, 120%), siendo el 100% la concentracién
nominal de la muestra en el ensayo, las muestras
son preparadas de acuerdo como indica la
técnica analitica.

3. Precision. La precision de un método
analitico es el grado de concordancia entre los
valores de una serie repetida de ensayos
analiticos efectuados sobre una muestra
homogénea o expresado de otra forma, es la
distribucion de los valores analiticos alrededor
de su media. La precision de un método
analitico habitualmente se expresa como la
desviacién estandar o la desviacién estandar
relativa de una serie de mediciones.®
Repetibilidad instrumental. se preparan 10
soluciones de estandares exactamente pesados y
a una concentraién unica del 100% haciendo las
mismas diluciones que se hace para el estiandar
en la técnica analitica, inyectar cada muestra por
triplicado.

Repetibilidad del método. se preparan 10
soluciones de muestra exactamente pesados y a
una concentracién tnica del 100% haciendo las
mismas diluciones que se hace para la muestra
problema en la técnica analitica, inyectar cada
muestra por triplicado.

Precisién intermedia. este ensayo se realiza
para determinar la variacién o dispersién de
resultados de muestras del producto analizados
por dos analistas en dias diferentes y dentro del
mismo laboratorio con columnas diferentes, se
preparan 10 muestras al 100% y se inyectan
cada muestra por triplicado. ' ‘
4. Exactitud. La exactitud de un método
analftico, es la proximidad entre los resultados
obtenidos por ese método y el valor real22.

Se emplean placebos mas excipientes a los que
se adicionan cantidades exactas de principio
activo para obtener muestras al 80%, 100% y
120%, analizar cada muestra por triplicado,
preparando cada muestra con las mismas
diluciones que se hacen para’ Ja muestra
problema.

RESULTADOS:

Tabla 1. Pardmetros y criterios de adecuacién
de la guaifenesina, fenilefrina clorhidrato y

dextrometorfano brombhidrato,
Gencopharmaceutical Lima-2014.
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Tabla 2 Selectividad-especificidad, porcentaje
de interferencia al determinar la guaifenesina,

fenilefrina

clorhidrato Y dextrometorafno

bromhidrato medido por adicién de interferentes
en el estindar y. placebo, Gencopharmaceutical

Lima -2014.
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LINEALIDAD DEL SISTEMA
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Figura 1: Area vs concentracion, linealidad del
sistema para fenilefrina, Gencopharmaceutical
Lima -2014.
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Tabla 6. Exactitud, para la fenilefrina
clorhidrato. Gencopharmaceutical Lima-2014.
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80% 350.1
Volumen de 3494 3508 7993 4,00 99.91
muestm=35mL 352.7

80% 3494
Volumen de 3483 3492 7957 398 99.46
muestra = Sml. 3493

80% 3488
Volumen  de 349.5 3499 79.72 3.99 99.70
muestra=35mL 3513

100% 4376
Volumen de 4386 4383 99.90 4.99 99.90
muestm=3mL 43835

100% 439.7

Volumen de 4404 4402 10030 502 10030
muestra = 5ml. 4404

100% 440.7
Volumen de 4412 4410 100.50 5.02 100.49
nmestra=SmL  441.1

120% 524.1
Volumen de 5222 523.1 11920 596 99.33
mestra = SmlL  523.0

120% 5247
Volumen de 5241 5244 11950 598 99.58
muestn=3mL 5246

120% 5233
Volumen de 5232 523.5 11930 5.96 99.41
muestra = 5mL__ 524.0

Figura 2. Area vs concentracion para

Tabla 7. Exactitud, para la guaifenesina.
Gencopharmaceutical Lima-2014.

determinar la linealidad del sistema para la @ 5 a £
guaifenesina, Gencopharmaceutical Lima-2014 = z 8 g :é‘ -
g a é g2 SER |
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LINEALIDAD DEL SISTEMA Volume de fa95 92 036 8036 100.46
; muestra=5mL 82178 3

—{y=8352.333x+80.863}
R1=099966 |

Figura 3. Area vs concentracién para
determinar la linealidad del sistema para el
dextrometorfano bromhidrato.
Gencopharmaceutical Lima-2014.

o, 821
M,,f;’n"’ de :g};f, 33 8030 8030 10038
muestra=SmL 82127 7
80% 82127 821
Volumen de 82283 96 8037 8037 100.46
muestra=5mL 82179 63
100% 10162.5 101
Volumen de 101662 64. 9938 99.38 9938
muestra=5ml 101642 30
100% 101642 101
Volumen de 10169.8 65. 99.39 99.39 99.39
muestm=5mL 10163.4 80
100% 101579 101
Volumen de 10169.7 65. 9939 99.39 99.39
muestra=SmlL 101700 86
120% 12212.5 122
Volumen de 122040 07. 11936 11936 99.47
muestra=5mL 122071 86
120% 12209.7 122
Volunten do 122036 03. 11931 11931 99.43
muestra=5mL 121960 10
120% 2 1
Volumen de 122096 09. 11938 11938 99.48
muetra=Sml 122071 63




Tabla 8. Exactitud, para dextrometorfano
bromhidrato Gencopharmaceutical Lima-2014.

TEORICO

AREAS
PROMEDIO DE
10 mg‘J'S mL (mg

AREAS
%
obtenido
%
Recuperado)

R0% 7552
Volumen de 7541
muestra=5SmL 7563

Volung‘ de ;';';; 75669 T9.53 795 99.42
muestra = 5mL  757.1

80% 7552
Volumen de 7568 75566 7943 794 9928
muestra=5SmL 7549

100% 9498
Volumen de 9485 94938 9979 9.98 99.79
muestra=5mL  949.7

100% 9503
Volumen de 9524 95183 100.05 10.00 100,05
muestra=5ml  952.7

100% 953.2
Volumen de 9531 95351 10022 10.02 100.22
muestra=5mL  954.1

120% 11407
Volumen de 11419 11414 11998 12.00 9998
muestra=5SmL 11417

120% 11433
Volumen de 11446 11438 12023 1202 100.19
muestra=5ml  1143.5

120% 11409
Volumen de 11429 11424 12008 1201 100.06
muestra=5mL 11434
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DISCUSIONES

En el presente trabajo se desarrollé una técnica
analitica por cromatografia liquida de alta
performance (HPLC) para la cuantificacion de
dextrometorfano brombhidrato, guaifenesina y
fenilefrina clorhidrato en jarabe la cual no figura
en ninguna farmacopea oficial, como se sabe
éste tipo de anilisis presenta mayores ventajas
en relacion a otros métodos como son los
volumétricos y espectrofotométricos, por otro
lado este tipo de método presenta mayores
ventajas debido a su rapidez de anilisis,
aceptabilidad, exactitud, fiabilidad y de alta
eficacia.

La AEFP’, indica que la lectura del placebo debe
tener una interferencia no mayor al 2.0%16. De
acuerdo a lo descrito el analisis demuestra que
ningin excipiente, fase movil, diluyente
interfieren con los picos de los principios
activos, como tampoco se ha detectado la
presencia de productos de degradacion de la
fenilefrina  clorhidrato,  guaifenesina vy
dextrometorfano bromhidrato, asi como se
demuestra en la Tabla 2, al realizar el analisis
del principio activo sometido a estrés para que
generen los compuestos  potencialmente
interferentes, por lo tanto mediante el estudio de
la selectividad-especificidad, se demostré que la
sefial medida con el método analitico procede
unicamente de los analitos en estudio; segin la

AEFP°, manifiesta que la selectividad-
especificidad es una condicién esencial para
conseguir una adecuada capacidad para originar
resultados que dependan de forma exclusiva del
analito para su cuantificacion.

Segin Aguilar’, explica que la linealidad sirve
para determinar la proporcionalidad entre la
concentracion del principio activo y su
respuesta, demostrando la capacidad del método
para obtener resultados lineales.

Al aplicar el método de los minimos cuadrados
a los resultados obtenidos, se obtuvo la recta de
la regresion lineal y la ecuacion de la regresion
lineal (4rea vs concentracion), en las Figuras del
1 al 6 se expresa las siguientes ecuaciones
respectivamente: Fenilefrina clorhidrato, y =
8392.583x + 8.015ecuacion de la recta para la
linealidad del sistema, y = 8701.632x +
3.033ecuacion de la recta para la linealidad del
método, guaifenesina y = 9621.382x +
298.251ecuacion de la recta para la linealidad
del sistema y = 9840.858x + 244.822ecuacion
de la recta para la linealidad del método y
dextrometorfano bromhidrato y = 8352.333x +
80.863 ecuacion de la recta para la linealidad
del sistema y = 8566.039x — 4.461ecuacion de
la recta para la linealidad del método.

Segin Aguilar, Zoraya” ® la exactitud se
expresa como porcentaje de recuperacion en la
valoracion de una cantidad conocida de analito.
La recuperacion separada depende de la matriz
de la muestra, del procedimiento de Ia
preparacion de la muestra y de la concentracion
del analito en la misma. En el Anexo 15, se
expresa el porcentaje de recuperacion a
diferentes concentraciones donde el resultado
que se obtuvo fue satisfactoriamente con un
porcentaje de recuperacion global = 99.80%
para la fenilefrina clorhidrato, 99.56% para la
guaifenesina y 99.78% para el dextrometorfano
brombhidrato, los cuales se encuentran dentro de
las especificaciones establecidas ya que para
este parametro se establecid un limite de
aceptacién entre 98-102%.”1°

CONCLUSIONES

1. Se valido la técnica analitica  por
Cromatografia Liquida de Alta performance,
(HPLC) para la determinaciéon de contenido de
dextrometorfano  bromhidrato, fenilefrina
clorhidrato y guaifenesina en jarabe
documentando los resultados obtenidos y
demostrando que la técnica analitica es
confiable por cumplir con los pariametros de
Selectividad, Linealidad del sistema, Linealidad
del método, Precision, Exactitud y rango.



1. La prueba de aptitud del sistema para la
técnica analitica propuesta fue reproducible en
tiempo de retencidn y 4reas.

2. La técnica analitica propuesta demostré ser
exacto debido a que no hay diferencia
significativa entre la recuperacién media y el
100% '

3. La técnica analitica es preciso, ya que el
grado de concordancia nos permite obtener
resultados repetitivos y reproducibles.

4. La técnica analitica demostréd ser lineal,
porque se determiné la relacién entre la
concentracién vs 4reas siendo  estos
proporcionales para determinar la regresion
lineal en el cual indica un alto grado de
correlacién.

5. La técnica analitica fue robusta porque no
se hallé diferencias significativas con los
resultados obtenidos encontrandose dentro del
rango establecido trabajando a las condiciones
cromatografias establecidas.
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