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L INTRODUCCION

Los métodos utilizados en un laboratorio de anélisis quimico deben de ser evaluados y
sometidos a prueba para asegurar la obtencion de resultados vélidos y coherentes con el

objetivo previsto, es decir, han de ser validados.

La validacién ha sido un concepto amplio y cominmente definido. Sin embargo, los
multiples articulos publicados por expertos y estudiosos, poco han aportado a las ideas de
Nash (11), quien en 1979 concluia en un articulo pionero, ya clasico en la materia, que la
validacién tendria su apogeo y reconocimiento dentro de al menos 15 afios (19). Hoy, afios
después, resulta que ha sido asi: la validacién es una especificacion que se sobreentiende
cuando se estd desarrollando cualquier procedimiento farmacéutico, ya sea de andlisis o de
produccioén. Incluso los pasos y fases citados para desarrollar una validacién, no difieren de

algunas validaciones que se llevan a cabo hoy en dia.

Nash planteaba como pardmetros bésicos a asegurar la calibraciéon de los equipos y el
mantenimiento del proceso y de los equipos, la cualificacién de equipos y productos y una

atencion especial a los cambios (11).

La validaciéon de un método analitico es el proceso por el cual queda establecido, por
estudios de laboratorio, que la capacidad del método satisface los requisitos para las
aplicaciones analiticas deseadas. Es la confirmacion mediante el suministro de evidencia
objetiva de que se han cumplido los requisitos para una utilizacién o aplicacién especifica
prevista; siendo la validacion el establecimiento de la evidencia documental de que un
método analitico conducird con un alto grado de seguridad a la obtencién de resultados
precisos y exactos dentro de las especificaciones y atributos de calidad previamente

establecidos. (15)

Todos los laboratorios que fabrican medicamentos tienen la obligacion de garantizar que

sus productos cumplen con los parametros de calidad requeridos para su comercializacién y
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consumo, para ello deben demostrar la validez del método de cuantificacion del principio
activo contenido en cualquiera de las formas farmacéuticas elaboradas. Cualquier cambio
que se realice en la formulacién de un medicamento es objeto para ser validado nuevamente

(16).

La biblioteca de la Universidad Nacional Auténoma de Nicaragua (UNAN-LEON), no
tiene referencias de tesis de validacién de un método de cuantificacion de Ambroxol
Clorhidrato en jarabe por el método de espectrofotometria, inicamente por HPLC. En
2004, en la UNAN-LEON, se desarrollé y validé un método para la determinacién de
Clenbuterol y Ambroxol en jarabe por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC).
Monografia para optar al titulo de licenciado quimico farmacéutico. Autor: Br. Clelia

Guadalupe Quiroz Larios. (4)

En noviembre de 2010 en la Universidad de San Carlos de Guatemala en la facultad de
Ciencias Quimicas se realiz6 la validaciéon del método analitico de cuantificacién para
Clorhidrato de Ambroxol jarabe en el Laboratorio de Producciéon de Medicamentos —
LAPROMED por la técnica espectrofotométrica, presentado por Susana Paola Carranza

Diaz para optar al titulo de Quimica Farmacéutica. (20)

El Ambroxol es un derivado de la anilina altamente sustituida, metabolito de la bromexhina

la cual también actia como un agente mucolitico bronquial. (9).

El laboratorio Mauricio Diaz Miiller requiere que se valide el método para la determinacién
de Ambroxol clorhidrato en jarabe por espectrofotometria UV-VIS, ya que el RTCA
11:03:59:11 (Productos Farmacéuticos. Medicamentos de uso humano. Requisitos de
Registro Sanitario) establece como requisito para tramites de registro sanitario presentar un
método validado de cuantificaciéon del principio activo del producto que se desea
comercializar (17). Ademads este método serd implementado por el Laboratorio Mauricio
Diaz Miiller como método de rutina; y asi proporcionarle al cliente un alto grado de

confianza y seguridad en el método utilizado para el andlisis de su producto.
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En este documento, se presentan los resultados obtenidos de la validacién del método
analitico para la cuantificaciéon de Ambroxol Clorhidrato en jarabe 15 mg/ SmL fabricado
en el Laboratorio Mauricio Diaz Miiller por espectrofotometria UV-VIS. Dicha validacién
se realiz6 en las instalaciones del Laboratorio de Control de Calidad de Medicamentos de la
UNAN-Leén. Se evalué la idoneidad del sistema y los pardmetros de desempefio
correspondientes a la categoria I, establecidos en el RTCA 11:03:39:06 (Selectividad,
Linealidad y Rango, Precisiéon y Exactitud); asimismo se determiné la robustez del método

y la estabilidad de las soluciones analiticas (muestra y estandar).
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II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En Nicaragua, uno de los requisitos para registro sanitario de productos farmacéuticos es
tener la metodologia analitica segin el RTCA 11:03:59:11 (Productos farmacéuticos.
Medicamentos para uso humano. Requisitos de registro sanitario) (16), adjuntando el

informe del estudio de validacion correspondiente.

Para realizar la validacion de una metodologia analitica se deben de evaluar los pardmetros
establecidos por el RTCA 11.03.39:06 (Productos farmacéuticos. Validaciéon de métodos
analiticos para la evaluacién de la calidad de los medicamentos) (14) en relacion al
producto y la forma farmacéutica indicada. Cada prueba de desempefio debe satisfacer cada
uno de los criterios establecidos a fin de asegurar que estos pardmetros brindan informacién

clara y objetiva.

El Laboratorio Mauricio Diaz Miiller desea registrar el producto Ambroxol Clorhidrato
jarabe 15 mg/5 mL y para llevar a cabo tal registro, debe entregar el informe del estudio de

validacion de la técnica analitica.

PREGUNTA DE INVESTIGACION:
(Cudles son los pardmetros de validacién que cumple la metodologia analitica empleada en

la cuantificacion de Ambroxol Clorhidrato en jarabe 15 mg/ 5 mL?

10
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III.  OBJETIVOS

3.1. GENERAL:
Validar un método analitico para la cuantificacién de Ambroxol Clorhidrato en Jarabe 15

mg/5 mL por la técnica espectrofotométrica UV-VIS.

3.2. ESPECIFICOS:
» Describir la metodologia analitica empleada para la cuantificacion de Ambroxol

Clorhidrato en jarabe 15 mg/5 mL por la técnica espectrofotométrica UV-VIS.

» Evaluar los pardmetros de desempeio establecidos en el RTCA 11.03.39:06 tales como

selectividad, linealidad, precision y exactitud.

» Medir la capacidad del método para permanecer inalterado ante pequefias y deliberadas

variaciones.

» Determinar la estabilidad de las soluciones analiticas bajo las condiciones establecidas

en el método.

11
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IV. MARCO TEORICO

4.1. Generalidades de la Validacion (1)

4.1.1. Validacion de métodos analiticos

El término validaciéon ha sido definido en la literatura, de diversas maneras y por

numerosos autores. Aunque los términos dados son diferentes el significado de las mismas

es siempre el mismo: a.) especificar e implementar, b.) aprobar y c.) Documentar.

Veamos tres de las posibles definiciones de validacién:

4.1.1.1.Definicion general:

Segun las Normas de Correcta Fabricacién

Validacién: Obtencion de pruebas con arreglo a las Normas de Correcta Fabricacion, de
que cualquier procedimiento, proceso, equipo, material, actividad o sistema produce en

realidad el resultado previsto. (13)

4.1.1.2.Definicion analitica:

Validacion: Es el establecimiento de la evidencia documental de que un procedimiento

analitico conducird, con un alto grado de seguridad, a la obtencién de resultados precisos y

exactos, dentro de las especificaciones y los atributos de calidad previamente establecido.

)

4.1.1.3.Segin el RTCA:

Validacién: Es el Procedimiento para establecer pruebas documentales que demuestren

cientificamente que un método analitico tiene las caracteristicas de desempefio que son

12
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adecuadas para cumplir los requerimientos de las aplicaciones analiticas pretendidas.
Implica la demostracién de la determinacion de las fuentes de variabilidad y del error
sistemdtico y al azar de un procedimiento, no s6lo dentro de la calibracién sino en el

analisis de muestras reales. (15)
4.1.1.4.0tros términos relacionados con la validacién:

» Cualificacion: El termino validacion se amplia a veces para incluir el concepto de
cualificacién y consiste en la operacién por la que se comprueba que un equipo
funciona correctamente y produce en realidad los resultados previstos. (13)

» Calibracion: Conjunto de operaciones que determinan, bajo condiciones
previamente definidas, la relacion entre los valores indicados por el sistema de

medicién y los valores conocidos correspondientes a un patrén de referencia. (13)

En resumen, los términos "validacion, cualificacion y calibracién"”, son conceptos que

suelen emplearse de forma indistinta, sin embargo conceptualmente son diferentes.

Validar es verificar documentalmente que un método o proceso hace lo que tiene que hacer.

Cualificar es dotar o verificar las cualidades o caracteristicas inherentes a un aparato

(maquina, equipo, instrumento, etc.).

Calibracidn es una parte de la cualificacion.

Por consiguiente se puede decir que los métodos deben ser validados y los aparatos deben

ser cualificados.

13
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4.1.1.5.Razones que justifican la validacion de métodos analiticos (1)

» Demostrar que los métodos son adecuados a los andlisis propuestos en las
condiciones descritas. La validacion es la herramienta que permite obtener las

pruebas documentales al respecto

» Trabajar con métodos que ofrezcan confianza y seguridad en los resultados, lo cual
a su vez minimizard el nimero de fallos y repeticiones permitiendo un importante

ahorro de costes.

» Trabajar con métodos validados permite no sélo el conocimiento del método
analitico sino también cumplir con las exigencias legales tanto del registro de
especialidades, farmacéuticas como de las Buenas Précticas de Laboratorio, con el

fin de asegurar la calidad y eficacia del producto.

» La validacién es también un paso o requisito previo de los procesos de

transferencia de métodos analiticos.

Para iniciar la validacién es necesario previamente:

» Tener perfectamente caracterizado el analito.

» Trabajar con una formulacién definitiva (en caso de especialidad), puesto que
cambios en la composicion incluso a nivel de excipientes afectaran probablemente
al procedimiento analitico.

» Trabajar suficientemente con el método de andlisis como para que nuestro
conocimiento acerca de éste, nos ofrezca garantias de que la validacién puede ser
satisfactoria. S6lo cuando el procedimiento estd definido en todos sus detalles y se
tiene el convencimiento de que las condiciones descritas son idoneas para alcanzar
los resultados esperados debe iniciarse la validacion. Por ello en el desarrollo
previo del método, es recomendable llevar a cabo el estudio de robustez para

garantizar la bondad del procedimiento que se quiere validar.

14
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4.1.2. Métodos susceptibles de ser validados (1)

Son validables los métodos analiticos clasificados en la siguiente forma:

» Ensayos de identificacion.

» Ensayos para la determinacién del analito de interés de una materia prima o de una
especialidad farmacéutica.

> Ensayos para la determinacién de caracteristicas farmacotécnicas inherentes (EJ.
test de disolucién).

» Ensayos de limite de impurezas y de cuantificacién de impurezas

» Ensayos para la determinacion de analitos en fluidos bioldgicos, y en productos
naturales

» Ensayos microbioldgico

4.1.3. Entorno legal

4.1.3.1.Requerimientos para el registro (8)

En el Procedimiento o Registro Multi estado de Productos Farmacéuticos de la Comunidad
Econémica Europea, vigente en Espafia desde 1986, se contempla la necesidad en los
apartados IIC, IIE y IIF de la validacion de los métodos analiticos utilizados. En el mismo

documento se indica lo siguiente respecto al "Informe de Experto" (parte 11):

"El experto debe resumir los datos relativos a la validacién de los métodos de anélisis.
Debe comentar la forma en que los controles propuestos garantizan las propiedades

quimicas, fisicas y organolépticas".

Ademads la FDA (Food and Drug Administration) requiere para el registro de nuevos

productos que los métodos analiticos sean validados y debidamente documentados.
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4.1.3.2.Normas de Correcta Fabricacion de Medicamentos (13)

Las Normas de Correcta Fabricacion de medicamentos de la CEE en el capitulo 6 de
Control de Calidad indican que los métodos de andlisis deben estar validados (apartado
6.15). De igual forma las Goodman facturing Practice de los EEUU indican que deben
establecerse y documentarse la exactitud, sensibilidad, especificidad y reproducibilidad de

los métodos analiticos utilizados.

4.1.3.3.Farmacopeas (1)

Validacion frente a los Métodos oficiales y/0 de Farmacopeas:

Se puede diferenciar entre validacion de métodos de andlisis de principios activos y

especialidades farmacéuticas.

» Principios activos de sintesis: Los métodos oficiales o de Farmacopea se
considerardn validados siempre y cuando se apliquen a principios activos con la
misma ruta de sintesis y por tanto el mismo perfil de impurezas que aquéllos para
los que fuera redactada la Monografia.

» Especialidades: No es recomendable considerar ningin método oficial o de
Farmacopea totalmente validado para una especialidad, puesto que dificilmente

tendra los mismos componentes ni la misma proporcion.

No obstante pueden emplearse como punto de partida métodos desarrollados para
especialidades tipo, como pueden ser los de la Farmacopea Europea (EP), Farmacopea,
Americana (USP) o Farmacopea Britdnica (BP), que permitirdn obviar una gran parte del
desarrollo analitico. En la USP 36 (USP 36, NF 31 2013) aparece, en la secciéon de
Informacién General, en el apartado “Validation of Compendial Methods" pag. 2149-2152,

que es de aplicacion para métodos analiticos nuevos o revisados.
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4.1.4. Organizacion: buenas practicas de laboratorio (1)

Para validar un método analitico se requiere en primer lugar un entorno de trabajo que
garantice la seguridad de los resultados que se obtengan. La consecucion de esta garantia de

calidad requiere trabajar de acuerdo con unas pautas correctas.

Los laboratorios de I+D especializados en estudios no clinicos destinados al registro de
medicamentos (de toxicologia, farmacologia, farmacocinética, etc.) fueron los primeros en
establecer unas Buenas Pricticas de Laboratorio (BPL). Las BPL surgieron para evitar
deficiencias tales como experimentos sin protocolos previos, datos y resultados no
supervisados o trazables, instrumentos y reactivos en condiciones inaceptables, muestras no
representativas, personal no cualificado, etc. Frente a estas deficiencias las BPL
preconizaban un sistema unificado de trabajo y de gestion que permitiera establecer
comparaciones entre laboratorios diferentes, intercambiar informacion, la aceptacion mutua

de resultados y la resolucion de conflictos.

Las primeras BPL fueron las de Estados Unidos en 1979 y en la actualidad son de
aplicacion general en todos los laboratorios que realizan estudios no solamente sobre
medicamentos sino también sobre cosméticos, aditivos alimentarios, plaguicidas y
productos quimicos en general cuando afecten a temas de salud humana, animal o medio
ambiente. En Espafia las BPL estdn reguladas por Reales Decretos, 82211993 del 18 de
mayo y el 204311994 del 14 de octubre, y anexos a dichos Reales Decretos.

La filosofia de las BPL se ha extendido también a los laboratorios de ensayo de los sectores
quimico, agroalimentario, etc. y a los laboratorios de control de calidad de la Industria

Farmacéutica y Biosanitaria.

La Guia de Normas de Correcta fabricacion de Medicamentos de la CEE, desde su primera
edicion, dedica un capitulo a las Buenas Practicas del Laboratorio de Control (BPLC) que,

conceptualmente, son muy afines a las BPL. (13)
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Las éareas de trabajo bajo normas BPL son:
a) Organizacién y personal del laboratorio
b) Instalaciones
¢) Cuidado, alojamiento y confinamiento de los elementos utilizados en los sistemas
experimentales biologicos
d) Aparatos, materiales, reactivos y especimenes
e) Sistemas experimentales
f) Productos de referencia y muestras de ensayo
g) Documentacion
h) Archivos: almacenamiento y conservacion de registros
1) Verificacién de estudios

J) Inspecciones

A continuacién se comentan algunos de estos aspectos:

4.1.4.1.0rganizacion y personal

Es uno de los factores mds importantes a la hora de asegurar la calidad del andlisis. El
laboratorio debe disponer de suficiente personal técnico, bien organizado y dirigido para
que puedan efectuarse los estudios en un tiempo razonable y sin sobresaltos, de manera que
existan las condiciones apropiadas para poder efectuar las tareas de preparacion, formacion,
supervision, calibracion, validacion, etc.; actividades en suma que podrian denominarse de
"prevencion de errores”. Una de las causas mds importantes de obtencién de resultados
erréneos es el apresuramiento, para evitarlo es necesario establecer una planificacién de los

controles y andlisis que se han de realizar.

El personal debe poseer unos conocimientos y una preparacion adecuados al tipo de
estudios que vayan a realizar, asi como experiencia en las técnicas a emplear, de lo

contrario debera recibir la adecuada formacion.
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4.1.4.2.Instalaciones

Las instalaciones del laboratorio, tanto interiores como exteriores, deben reunir las
condiciones id6neas en cuanto a dimensiones, construccion, disefio y ubicacién para poder
realizar los estudios de forma correcta. Por ejemplo, su disefio debe permitir la correcta
disposicion entre las sustancias quimicas, bioldgicas existentes y el flujo de los materiales
para que no puedan confundirse. Deben existir procedimientos de control y supervision de

las condiciones ambientales en las zonas criticas, como pueden ser los estabularios.

4.1.4.3.Aparatos, reactivos, material y especimenes

4.1.4.3.1. Aparatos

El laboratorio debe disponer de instrumentos en cantidad suficiente y de capacidad
adecuada para responder a las exigencias de los ensayos que se realizan. Se deben mantener
limpios y en buen funcionamiento para obtener resultados fiables. Con este fin se realizaran
las comprobaciones, calibraciones y cualificaciones de los equipos e instrumentos de

medicion (incluidos los sistemas informaticos).

La cualificacién requiere que los equipos sean instalados correctamente e inspeccionados,
limpiados, conservados, comprobados y calibrados periddicamente, segliin procedimientos
escritos. Estos Procedimientos Normalizados de Trabajo (PNT) describirdn con suficiente
detalle las instrucciones de funcionamiento, los métodos, materiales y programas a realizar

en los aparatos. También se indicard la persona responsable de cada operacion.

Debe mantenerse un registro de las diferentes operaciones que se realicen en el equipo o

instrumento.

Ya sean de funcionamiento, mantenimiento, limpieza, calibraciéon o cualificacion. Estos

registros es recomendable archivarlos durante un periodo de tiempo no inferior a 5 afos.
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Los diversos PNT's, los registros de comprobacion y una copia del manual de instrucciones

deben estar localizables a disposicion del analista.

4.1.4.3.2. Reactivos

Los reactivos quimicos deben ser preparados por personas cualificadas y segin

procedimientos descritos en las Farmacopeas u otros procedimientos aprobados.

En la etiqueta de los reactivos es conveniente hacer constar:

v

SR N N N N N

origen

identificacion de la sustancia
concentracion

condiciones de conservacion
fecha de preparacion
seguridad

fecha de caducidad

analista

4.1.4.3.3. Material y especimenes

El material de vidrio interviene en la mayoria de los andlisis y se tiende erroneamente a dar

por supuesta su idoneidad. Esto puede extenderse a materiales de porcelana, cuarzo,

plastico y metdlicos. Los errores a causa de estos materiales pueden ser debidos a:

v

v

Suciedad o contaminacidn: tras su limpieza hay que considerar la posibilidad de que
queden residuos contaminantes de utilizaciones anteriores yl0 detergentes. En
algunos casos se requiere la utilizacion adicional de disolventes organicos o mezcla

crémica. Se recomienda un aclarado final con agua purificada y/o alcohol.

Defectos del material: la exactitud del material volumétrico (buretas, pipetas y

matraces aforados) tiene una gran influencia en el resultado de los andlisis. Por
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tanto, debe calibrarse y contrastarse a su recepcion y periddicamente, desechando el

que no cumpla las especificaciones.

En el andlisis de concentraciones muy bajas de analito (por ejemplo en bioanalisis,
validaciones de limpieza y validaciones de impurezas) es recomendable el uso de material
desechable. Los especimenes se identificardn por sistema experimental, estudio, naturaleza

y fecha de muestra.

4.1.4.4.Sistemas experimentales

Son estudios realizados en el laboratorio a partir de sistemas quimicos y fisicos, celulares,

microbianos y vegetales o animales.

» Sistemas fisicos y quimicos: la instrumentacion empleada para la obtencion de
datos deben estar correctamente situada, disefiada y dimensionada.
Se podran utilizar sustancias de referencia para verificar estos sistemas
experimentales. En los sistemas automatizados, los datos generados se tratardn

como datos primarios y se archivaran.

» Sistemas bioldgicos: Para asegurar la calidad de los datos que nos proporcionen
estos sistemas, se creardn y mantendrdn unas condiciones apropiadas de
alojamiento, cuidado, y confinamiento de los mismos. Se registrara la recepcion,
manejo, alojamiento/confinamiento, cuidado y evaluacién de la salud. Ademas se
generardn registros de los exdmenes, medidas de cuarentena, morbilidad,
mortalidad, comportamiento, diagndstico y tratamiento de los sistemas
experimentales. Se realizara también una adecuada eliminaciéon de residuos y

desechos al finalizar los ensayos.
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4.1.4.5.Productos de referencia y muestras de ensayo

Todos ellos deben presentar protocolos de preparacion, manipulacion y almacenaje.
Ademais se ha de registrar una serie de datos como son la recepcidn, la toma de muestras, la
utilizacién y el almacenamiento. Se etiquetaran debidamente y se llevard un registro sobre
su identidad, pureza, composicion, estabilidad, trazabilidad, asi como de posibles

impurezas.

Se puede encontrar diferentes tipos de productos de referencia y de ensayo:
v Procedentes de proveedores externos
v’ Patrones de referencia primarios originales (USP, EP, etc.)
v" Patrones de referencia secundarios de trabajo (workingstandards)

v Mezclas o diluciones que se preparan en el laboratorio

Las muestras de ensayo deben ser representativas y obtenidas segin procedimientos de
muestreo escritos y aprobados, que deberdn incluir los agrupamientos y tratamientos

previos al analisis.

4.1.5. Documentacion de la validacion (1)

Toda validaciéon comienza a partir de un método ya probado y ajustado. La validacion trata
de demostrar con un nimero minimo de ensayos, que tanto el método de anélisis como su
sistema analitico asociado producirdn resultados adecuados a las exigencias

preestablecidas.
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Dicha demostracién debe ser siempre documentada de acuerdo al siguiente esquema:

PROTOCOLO DE VALIDACION

A 4

REALIZACION DE LA VALIDACION

A

EVALUACION DE RESULTADOS
ANALITICOS

A 4

INFORME DE VALIDACION

A

CERTIFICADO DE VALIDACION

4.1.5.1.Documentacion que debe presentarse para la revision de los métodos analiticos

validados. (17)

Para la revision por parte de la Autoridad Reguladora de los métodos validados, el informe

del estudio de validacién debe contener la siguiente documentacion:

a. Descripcion detallada del procedimiento analitico.

b. Descripcion de los pardmetros de desempefio evaluados segtn la tabla.

c. Evaluacion y calculos estadisticos para la verificacion de los pardmetros de desempeifio.
d. Resumen de los resultados instrumentales obtenidos (dreas o absorbancias impresas).

e. Resumen de los resultados de la wvalidacion obligatoriamente en idioma

espaiol/castellano o debidamente traducido.

f. Conclusiones deben ser obligatoriamente entregadas en idioma espafiol/castellano o

debidamente traducidas.
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4.1.5.2.Protocolo de validacion (1)

Se trata de un documento que ha de recoger el objetivo, la definicién del sistema a validar,
la identificacion de los pardmetros, el disefio del plan experimental y los criterios de
aceptacion. Debe ser especifico para cada producto y método, debiendo ir firmado y

fechado por las personas responsables de la validacién y aprobacidn.

El esquema de un protocolo de validacion puede incluir los puntos siguientes:

v Objetivo: Exposicién de la finalidad de la validacién y propuesta de fechas de
inicio y final.

v" Responsables: Relacién de las personas que llevardn a cabo la validacién y de las
que la aprobardn.

v’ Pardametros a estudiar: Los pardmetros a estudiar se seleccionan en funcién de las
caracteristicas de la muestra, tipo de método analitico y rango de concentracion del
analito.

v Muestras: El muestreo se realizard de acuerdo con procedimientos escritos en los
cuales se indicaran los sistemas de identificacién y tratamiento previo de las
muestras. Si se precisan placebos, también existirdn procedimientos del método de
preparacion.

v Equipos: Se han de identificar los equipos implicados en el proceso de validaci6n
(pH-metros, balanzas, cromatdgrafos, etc.), y comprobar que estidn
convenientemente cualificados, referenciando estos datos en el informe de
validacion.

v Métodos analiticos: Existirdin métodos escritos describiendo el procedimiento para
la determinacion de los pardmetros a evaluar, con indicacion de reactivos, patrones,
materiales, técnica y cdlculos.

v’ Criterios de aceptacion: se establecerdn a priori para cada uno de los pardmetros,
basdndose en las necesidades o finalidad del método y en la informacién recogida

durante la fase de desarrollo del procedimiento analitico.
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4.1.5.3.Realizacion de la validacion y evaluacion de los resultados (1)

Todos los datos primarios deben ser perfectamente auditables. Una vez realizada la parte
experimental de la validacidn, se evaluardn los resultados obtenidos. Si durante la ejecuciéon
del protocolo se produce alguna modificacién se afiadird como un anexo al mismo

explicando el cambio introducido respecto al original y la razén que lo justifica.

4.1.5.4. Informe de validacion (1)

Los informes de validacién deberan incluir:

v' Referencia al protocolo en el cual se describe el procedimiento para la
determinacion de cada uno de los pardmetros a evaluar.

v Resultados de la determinacién de cada pardmetro incluyendo todos los datos
primarios.

v' Referencias de la calibracién y cualificacién de los instrumentos utilizados y
resultados de la verificacion de los pardmetros de idoneidad antes de iniciar el
estudio de validacion.

v Discusién de los resultados y conclusiones. Se indicara la aceptacién o no de la
validacién del método analitico. También se puede aceptar un método analitico con

limitaciones para un tipo de muestras concreto.

4.1.5.5.Certificado de validacion (1)

El certificado de validacién es un documento formal de aprobacién que emite el laboratorio
con los resultados obtenidos para cada pardmetro, debe ser firmado por las personas
responsables. Este certificado puede ser independiente, incluyendo un resumen del

protocolo de validacién y de los resultados obtenidos, o bien anexarse al final del informe.
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4.1.5.6.Archivo (1)

Los documentos referentes a la validacion se archivaran adecuadamente durante todo el

tiempo de vida del producto.

4.1.6. Criterios de validacion segin el RTCA (15)

Segtn el RTCA, se deben validar los siguientes procedimientos analiticos quimicos, fisicos

y microbioldgicos:

Categoria I: pruebas cuantitativas del contenido del (los) principio(s) activo(s),
constituyen procedimientos quimicos o microbioldgicos que miden el (los) analito(s)

presente(s) en una muestra determinada.

Categoria II: pruebas para la determinacion del contenido de impurezas o de valores
limites para el control de impurezas. Pueden ser pruebas cuantitativas o una prueba
cualitativa para determinar si la impureza estd presente en la muestra por encima o por

debajo de un valor limite especificado.

Cualquiera de los dos pretende reflejar con exactitud las caracteristicas de pureza de la
muestra. Los pardmetros de validacién requeridos por una prueba cuantitativa son

diferentes a los de una prueba cualitativa de cumplimiento de limite.

Categoria III: pruebas fisico quimicas de desempefio. Constituyen procedimientos de
ensayo que miden caracteristicas propias del desempefio del medicamento, por ejemplo la
prueba de disolucién. Las caracteristicas de la validacién son diferentes a las de las otras

pruebas, aunque las pueden incluir.
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Categoria IV: pruebas de identificacion. Aquellas que se realizan para asegurar la
identidad de un analito en una muestra. Esto normalmente se realiza por comparacién de
una propiedad de la muestra, contra la de un estdndar de referencia, por ejemplo espectros,

comportamiento cromatografico, reactividad quimica y pruebas microcristalinas.

Parametros de desempefio de los procedimientos analiticos fisico-quimicos y potencia

microbioldgica: (15)

* puede requerirse segln la naturaleza del andlisis

4.2. Parametros de validacion

4.2.1. Idoneidad del sistema (1)

4.2.1.1.Definicion
El test de idoneidad del sistema (system suitability test) consiste en un conjunto de ensayos
que permiten comprobar en el momento de utilizacién del método, que el sistema (analista,

reactivos e instrumental) es adecuado para llevar a cabo la determinacién para la que se ha
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establecido y validado dicho método. El test de idoneidad del sistema ha de entenderse
como parte integrante del procedimiento de andlisis y requisito previo a su realizacién. En
la préctica, podria equipararse a una cualificacién del proceso analitico o una revalidacién
en continuo, ya que proporciona la seguridad de que en el momento de iniciar el ensayo, el

conjunto del sistema contintda siendo valido para el propdsito para el que fue concebido.

4.2.1.2.Ambito de aplicacién

El test de idoneidad del sistema es susceptible de emplearse en cualquier procedimiento de
medida en el que las condiciones analiticas puedan estar sometidas a variacion de las
condiciones operacionales. Este test no solo debe circunscribirse al &mbito de
determinacion final sino que puede disefiarse con el fin de comprobar la idoneidad de

cualquier etapa del procedimiento.

4.2.2. Selectividad (1)

4.2.2.1.Definicion:
Es la capacidad de un método analitico para medir y/o identificar simultinea o
separadamente los analitos de interés, de forma inequivoca, en presencia de otras sustancias

quimicas que puedan estar presentes en la muestra.

Frecuentemente el término especificidad se utiliza como sinénimo del anterior, aunque
deberia reservarse para aquellas situaciones donde la respuesta obtenida sélo se puede
producir con una tunica entidad quimica, algo que no es posible cuando se refiere a
procedimientos analiticos que emplean instrumentacion no especifica. Como existen muy
pocos métodos que den respuesta solo a un Unico analito, el término selectividad es

normalmente mas apropiado.

La presencia de interferencias puede tener distintos efectos en la determinacién del analito
como:

» Imposibilitar su inequivoca identificacion (aparicion de falsos positivos)
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» Distorsionar la respuesta del analito (afectan normalmente a la pendiente y
ordenada en el origen de la recta de calibrado). Este efecto puede delatar la
presencia de interferencias desconocidas, aunque también puede ser consecuencia

de recuperaciones no lineales.

La selectividad de un método analitico se deberia determinar antes de iniciar el estudio de
cualquier otro pardmetro de validacion, dado que debe conocerse en qué grado la respuesta
del método es tinicamente proporcionada por el analito, sin interferencia de otras sustancias

relacionadas con é1 de una u otra forma.

4.2.2.2.Ambito de aplicacién

En el andlisis farmacéutico la tendencia mayoritaria es la utilizaciéon de métodos lo mas
selectivos posibles, en los que la presencia de otros componentes tienen escasa influencia
en los resultados, por ejemplo métodos cromatograficos. No obstante, se pueden utilizar
métodos poco especificos (por ejemplo potenciométricos o espectrofotométricos) si existen

métodos complementarios que demuestren la ausencia de sustancias que puedan interferir.

De hecho es muy dificil declarar que no existe interferencia en la determinaciéon de un
analito porque siempre existe la posibilidad de encontrar alguna sustancia, hasta el
momento desconocida, que interfiera. También se puede dar el caso contrario, de hallar

alguna posible interferencia que en la practica diaria sea improbable que se produzca.

Para efectuar estudios de selectividad se precisa la méxima informacion sobre impurezas y
productos de degradacion potencialmente presentes en la muestra, asi como sobre posibles

interferencias debidas a excipientes u otros componentes.

El estudio de la selectividad es uno de los pardmetros de mayor importancia dentro de la
validacion de un método analitico. Atendiendo a criterios técnicos, se debera establecer, en

cada caso, hasta qué punto se debe buscar interferencias (con excipientes, impurezas y
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productos de degradacion), debido a la imposibilidad de reflejar todas las situaciones y

consideraciones posibles.

Los criterios de selectividad que debe satisfacer un método pueden diferir dependiendo de
la finalidad con que se aplique. El grado de selectividad asociado a un método adquiere
mayor relevancia si su finalidad es evaluar la estabilidad del principio activo o de la forma
farmacéutica. El método ha de permitir distinguir entre todas las posibles especies quimicas

existentes o que puedan generarse.

Sin embargo, para un método de control de calidad de rutina la existencia de alguna
interferencia se podria aceptar si ésta es conocida y de magnitud aceptable. En estos casos
la selectividad puede entrar en conflicto con el coste y el tiempo necesarios para la

determinacion del analito.

Las conclusiones de los estudios de selectividad estan vinculados al origen de la muestra, la
optimizaciéon de la preparacion, la especificidad de la medida y las condiciones
instrumentales. Por tanto, cualquier cambio en las mismas supone una reconsideracion del
estudio realizado. Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto el estudio de la

selectividad es el pardmetro que en mas ocasiones debe revisarse.

A grandes rasgos el estudio de la selectividad variard su planteamiento segtn el objetivo y

la técnica analitica aplicada.

4.2.2.2.1 Segun el objetivo del ensayo

» Identificacion: Se debe demostrar que el método es capaz de discriminar sin
interferencias entre el analito, sustancias de composicion similar y otros productos que
puedan estar presentes en la muestra. Durante el desarrollo de una molécula la
identificacion requerird la comprobacion de la estructura de la molécula mientras que en

un método para el control de calidad rutinario no serd necesaria la confirmacion

30
Universidad Nacional Auténoma de Nicaragua
UNAN - Leo6n



Validacién de un método analitico para la cuantificacién de Ambroxol Clorhidrato en
Jarabe 15 mg/ 5 mL por la técnica espectrofotométrica UV-VIS

completa de la estructura quimica o composiciéon del producto y bastard con la
comparacion con una sustancia de referencia. En estos casos el objetivo es confirmar,

con un grado de seguridad aceptable, que el producto se corresponde con lo esperado.

» Ensayos de pureza: Se debe garantizar que el método permite una evaluacion de las
impurezas y los productos de degradacién definidos en estudios previos, sin

interferencia de otras sustancias que puedan estar presentes en la muestra.

Para estos ensayos se presupone que se han realizado estudios previos y se han definido
las impurezas y productos de degradacion susceptibles de aparecer. Si el método es
selectivo para determinados productos de degradacion puede utilizarse para controlar la

estabilidad del producto.

» Determinacion cuantitativa de un compuesto o riqueza de un principio activo: El
método debe evitar la interferencia de excipientes, productos de degradacién y/o
impurezas en la respuesta proporcionada por el compuesto o el principio activo objeto de

la evaluacion analitica.

4.2.2.2.2 Segun la técnica analitica aplicada:

v Ensayos especificos: Como se ha indicado anteriormente se considera apropiado
reservar este término para aquellos métodos analiticos que proporcionen un 100% de
selectividad. Este tipo de métodos representaria la situaciéon ideal aunque en el andlisis
farmacéutico actual su utilizacién no es muy comun. Se podrian considerar ensayos
especificos algunos inmuno-ensayos, la espectroscopia de absorcién atémica o un
acoplamiento masas/masas. El uso de métodos de valoracién no especificos se debe
combinar con la utilizacién de otros procedimientos analiticos para demostrar la
idoneidad del andlisis, como por ejemplo una valoracién potenciométrica combinada con

un test de impurezas.
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v' Ensayos separativos: Son los ensayos de mds amplia aplicacién en la industria
farmacéutica actual aunque hay que recordar que no estdn libres de interferencias. Por
ejemplo, en cromatografia liquida no es suficiente para asegurar la selectividad del
ensayo con determinar el tiempo de retencion. Seria necesaria la comprobacion de la
ausencia de interferencias con la aplicaciéon de una técnica complementaria adecuada.
Este tipo de andlisis proporciona una segunda via de informacién que confirma la

primera.

Entre las combinaciones posibles se puede citar las siguientes:
» Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) acoplada a un detector de diodos
(DAD)
HPLC / Espectrometria de masas (MS)
HPLC con confirmacién por columnas de diferente polaridad

Cromatografia de gases (GC) I MS

YV V VYV V

GC / Espectroscopia de infrarrojos con transformada de Fourier (FT-IR)

4.2.2.3.Procedimientos de determinacion de la selectividad

En el estudio de la selectividad, como norma general, se comparan los resultados del
andlisis de muestras con y sin analito en presencia o ausencia de impurezas, productos de
degradacion, sustancias relacionadas y/o excipientes. Se pueden plantear diferentes

alternativas para proceder a la demostraci6bn documental de la selectividad del método.

» Por adicion de las interferencias:
La primera aproximacion seria de aplicacién para aquellos analitos para los que se tienen

identificadas las posibles interferencias y éstas se encuentran disponibles de forma aislada.

En estos casos se puede comprobar la selectividad comparando los resultados del andlisis

de muestras con y sin analito en presencia o ausencia de dichas interferencias. Se evaluara a
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qué nivel se producen y si es preciso modificar el método o afiliar alguna técnica

complementaria.

Para una forma farmacéutica y una materia prima los grupos de muestras que se preparan

normalmente serian los siguientes:

Determinaciones para la forma Determinaciones para la materia prima:
farmacéutica:
Matriz Blanco
Analito Analito
Matriz + Analito Otras sustancias similares

Matriz + analito + Impurezas (disolventes | Analitos, productos de degradaciéon +
residuales, trazas metdlicas) + productos de | Impurezas (disolventes residuales, trazas

degradacion. metalicas, reactivos de sintesis).

Nota:

1. Entendida como todo aquello que acompaia el analito de interés. La cantidad de
matriz sobre la que se realizara el andlisis serd equivalente a la fraccién que se
tomaria en una aplicacion rutinaria del método. En el andlisis de la matriz ninguno
de los componentes deberia dar, de forma ideal, una respuesta cuantificable para
descartar posibles interferencias por su parte.

2. El analito a comprobar correspondera al 100% de la concentracion de trabajo. Es el
punto de referencia.

3. Especialmente en métodos de identificacion es susceptible comprobar el caricter
discriminatorio del ensayo si se aplica sobre otros productos de composicion similar
por los que pudiera ser confundido (ej. una sal s6dica por una potésica o cdlcica).

4. Las impurezas y productos de degradacion que se adicionen corresponderdn a los
niveles maximos aceptados en el producto en cada caso. Puede ser de interés el

andlisis de las impurezas por separado.

33
Universidad Nacional Auténoma de Nicaragua
UNAN - Leén



Validacién de un método analitico para la cuantificacién de Ambroxol Clorhidrato en
Jarabe 15 mg/ 5 mL por la técnica espectrofotométrica UV-VIS

La eleccion de la concentracion en la que se realiza el estudio podria ser la tedrica de
trabajo para el principio activo u otros compuestos de interés (ej. conservantes) y las
interferencias a su limite maximo establecido. En caso de que se observen interferencias, su
nivel puede evaluarse a partir del andlisis de seis replicados y el grado de discrepancia entre
las determinaciones en presencia o ausencia de las posibles interferencias, mediante la

férmula siguiente:

. . (Di—Ds)
% de discrepancia = B — x 100

Donde:
Di =respuesta media con interferencia

Ds = respuesta media sin interferencia.

También seria de aplicacidon una prueba “t de Student “para comprobar la existencia o no de

diferencias significativas entre los dos grupos.

En métodos muy precisos dicha prueba puede indicar la existencia de diferencias
significativas cuando realmente la influencia de las interferencias es aceptable. En estos

casos conviene determinar el intervalo de confianza de la diferencia entre los grupos.

La selectividad es un parametro de aplicacién universal ya que debe estudiarse en todo tipo
de métodos analiticos. Su estudio requiere la utilizacién de todos los criterios técnicos que
se posean para adaptarlo a las necesidades que se precisen en cada momento y, aun asi,

resulta imposible reflejar todas las situaciones.

Para la correcta evaluaciéon de un analito se requiere que la sefial producida se deba
inequivocamente a su presencia y que no existan interferencias de otras sustancias que
puedan estar en la muestra. No es necesario desechar los métodos analiticos poco
selectivos. Se podran utilizar siempre que en el método de control de rutina se incluya un

procedimiento complementario que demuestre que las sustancias interferentes estian
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ausentes, o bien que se encuentran en concentraciones inferiores a las que puede producir

una interferencia significativa en el resultado.

> Aplicacion de técnicas confirmatorias con muestras sometidas a estrés
Otra posible aproximacién se puede realizar mediante el estudio de muestras sometidas a
estrés para generar los compuestos potencialmente interferentes. Este tipo de estudios
adquiere especial importancia para los métodos en que se desea evaluar la estabilidad de
un principio activo o forma farmacéutica. Se debe comprobar, a ser posible, la identidad del
analito y que la sefial proviene s6lo de él. Las condiciones de estrés para lograr una

degradacion del orden del 10-20% en la mayoria de los principios activos son:

Calor (40 - 70 °C) Calor (40 - 100 °C)
Luz Luz
Humedad relativa (85%) Acido (HC1 0.1 N)
Base (NaOH 0.1 N)
Oxidante (H2O2 3%)

Los productos asi tratados son analizados y se evalda la pureza cromatogrifica y su
resolucion respecto a los picos mds proximos. Un criterio de selectividad para los métodos
cromatogréficos seria para el pico principal y el conjunto de impurezas superiores al 0.1%,
para obtener una resolucién cromatografia superior a 1.5 (los picos estdn resueltos hasta la
linea de base). Puede ser necesario ampliar este criterio si aparecen colas en los picos que
no permite su clara separacion. Si no es posible una perfecta separacion debe demostrarse

que el valor de la interferencia no es superior al 0.5%.

La evaluacién de la degradacion se puede determinar comparando los perfiles obtenidos del
producto estresado y no estresado. Con esta finalidad puede ser de interés la superposicién

de los distintos cromatogramas obtenidos.
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4.2.3. Linealidad y Rango (1)

4.2.3.1.Definicion
La linealidad es la capacidad del método para proporcionar resultados que son directamente
(o por medio de transformaciones matematicas) proporcionales a la concentracién del

analito en la muestra dentro de un rango establecido.

Siempre que sea posible se buscard una respuesta de tipo lineal que facilitard su trazado,
interpelacion e interpretacion. Por ejemplo en algunos procedimientos como en los inmuno
ensayos la respuesta del método no suele ser lineal pero si proporcional a la concentracién.

En estos casos son validos otros ajustes matematicos.

El rango se define como el intervalo entre la concentracion superior e inferior de analito
para el cual se ha demostrado la correcta precision, exactitud y linealidad del método

descrito.

Aunque el proceso 16gico consistiria en evaluar cuéles son los limites de concentracion en
los que el método analitico pierde su linealidad, normalmente se toma como punto de
partida un intervalo de concentraciones ya establecido de acuerdo con la experiencia, el
conocimiento analitico de la técnica empleada y principalmente en funcién de las

especificaciones.

4.2.3.2.Ambito de aplicacién

Segun la guia ICH Q2A se recomienda estudiar la linealidad en todos los métodos de tipo

cuantitativo:

» Valoracion del contenido de principio activo:
En la especialidad farmacéutica los limites de especificaciones suelen establecerse entre

95-105% a liberacién, 90-110% a caducidad, respecto al valor nominal. En materia
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prima los limites son 98-102% o 99-101%. Debido a esto se suele evaluar la linealidad

de los métodos en un rango mas amplio, las, ICH recomiendan del 80-120%.

» Uniformidad de contenido
Puesto que los limites habituales de especificaciones son 85-115% suele evaluarse la
linealidad entre el 70-130%. En el caso de que el procedimiento analitico para el anélisis
del contenido y el de uniformidad coincidan, puede aprovecharse el mismo rango y

evaluar la linealidad una sola vez entre el 70-130%.

» Disolucion de principio activo
Se establecerd un rango de (+ 20°) respecto a la especificacion, es decir, si se trata de un

producto de liberacion inmediata el rango seria:

R= (Q+20%, Q-20%) Siendo Q la especificacion establecida (véase USP 36).

En el caso de un producto de liberacién controlada, este (tr20°/o0) se aplicard a cada
limite de disolucién parcial. Por ejemplo, en el caso de un producto de liberacién
controlada que después de una hora se debe haber disuelto un 20% y al cabo de 24 horas

un 90 %, el rango a estudiar seria del 0-110%.

» Cuantificacion de impurezas
En este caso se establece como rango de trabajo desde el limite de cuantificacién o desde
el 50% de la especificacion limite de cada impureza hasta un 120% de dicha

especificacion.

Cuando el limite de especificaciones no esté establecido, la guia ICH (Q3A, Q3B)
relativa a impurezas describe el "reporting level" cuyo célculo estd basado en el perfil
toxicolégico de la impureza y la dosis médxima diaria del firmaco en cuestion. Para
nuevos principios activos cualquier impureza superior al 0.1% debe ser cualificada

(identificaciéon de la estructura molecular, perfil toxicoldgico, cuantificacion, etc.). En
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cualquier impureza a este nivel, el limite de cuantificacién del método debe ser como

minimo del 0.05% (50% del nivel de especificacion).

Si el ensayo de valoracion y determinacion de impurezas se realizan conjuntamente a
partir de un tnico patrén de principio activo al 100%, la linealidad debe cubrir el rango
desde el limite de cuantificacion (o el 50% de la especificacion de la impureza con un

limite inferior) hasta el 120% del valor nominal de dicho principio activo

4.2.3.3.Procedimientos de determinacion de la linealidad

4.2.3.3.1. Consideraciones generales

Para evaluar la linealidad existen unos criterios minimos aplicables a cualquier
procedimiento.

v" Dentro del rango establecido se recomienda; estudiar al menos 5 niveles de

concentracion y analizarlas por triplicado (K= 5, no de réplicas = 3) con un total de

15 determinaciones (n=15). Por ejemplo; 80, 90,100, 110, 120% del contenido

tedrico. Estadisticamente lo correcto seria analizar las muestras de forma aleatoria,

no obstante, se establece como criterio practico analizarlas en sentido creciente de

concentracion para minimizar posibles efectos memoria en el equipo.

v’ Para realizar los andlisis se recomienda hacer pesadas independientes (por ejemplo
15 pesadas), ya que asi se elimina el posible error sistemdtico que se podria
arrastrar partiendo de una sola pesada y realizando diluciones. No obstante, para
evaluar la linealidad en las impurezas se suelen utilizar sucesivas diluciones ya que
normalmente se trabaja a niveles de concentracién muy bajos y esto dificultaria las

pesadas.

Las muestras a analizar pueden prepararse a partir de estindares de analito de

concentracion conocida, o bien a partir de un lote de concentracién conocida de la
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especialidad terminada. De esta Ultima forma el estudio de linealidad puede servir también

para evaluar la recuperacion y con ella la exactitud del método.

El nimero de repeticiones de cada, dependerd de la precision del sistema instrumental

empleado, y de lo que se decida incluir, como rutina en el procedimiento analitico a validar.

Con los resultados del estudio de la linealidad se prepara una tabla relacionando las
cantidades o concentraciones x (variable independiente o predictiva) y la respuesta y

(variable dependiente, por ejemplo 4reas, alturas, absorbancias, etc.).

La relacion entre ambas variables se expresa matematicamente como una recta de regresion
del tipo y = b*x+a, obtenida por un método de ajuste (por lo general el de minimos
cuadrados). En algunos casos podria ser necesario alguna transformacién matematica

previa (uso de logaritmos, reciprocos de las variables, etc.) para obtener funciones lineales.

La representacion grafica de la recta de regresion en un sistema de coordenadas junto con
los valores experimentales, permite visualizar la bondad del ajuste. Se pueden representar

ademads las hipérbolas indicativas de los intervalos de confianza.

Si la recta no pasa cerca del origen de coordenadas significa que el método a evaluar estd
afectado por un error sistemético por defecto o por exceso en el intervalo estudiado. Si
existen diferencias apreciables entre los valores experimentales y los puntos de la recta
significa que la linealidad no es buena (existe falta de ajuste) o bien que el error

experimental es importante y los intervalos de confianza serdn amplios (hipérbolas anchas).
4.2.3.3.2. Evaluacion estadistica de la linealidad
El estudio de la linealidad no s6lo implica una representacion grafica sino que es necesario

realizar una comprobacion estadistica. Para realizar esta evaluacion las formulas que se

pueden aplicar son las siguientes:
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Ecuacion de la recta y=b*x+a
Valor estimado para xi ¥i= b*x;+a
Valor residual ei=Yy-Yi

a) Ecuacioén de la recta. Pendiente y ordenada en el origen

(Y4

En la recta de regresion y= b*x+a, “x” es la concentracién, “’y” la respuesta, “b” el valor de

(1P

la Pendiente y, “a” el término independiente.

La pendiente “b” se encuentra relacionada con la Sensibilidad del método de forma que a
mayor pendiente mayor sensibilidad (respuesta del método frente a, los cambios de la
concentracion del analito). El término independiente “a”, u ordenada en el origen, es la
interseccion de la recta con el eje de ordenadas y es indicativo del error sistemédtico, no

difiriendo estadisticamente de cero en caso de no existir sesgo.

b) Coeficiente de correlacion (r) y coeficiente de determinacién (1%)
El coeficiente de correlaciéon nos indica el grado de relacién entre la variable “x”
(concentracion), y la variable “y” (respuesta). Su valor méximo es 1. Si “r”’ es cercano a la
unidad significa que existe correlacion con una probabilidad elevada. Un valor nulo indica

ausencia de relacion lineal entre las variables.

El valor recomendable para el coeficiente de correlacion es >0.999, aunque en el caso de
impurezas se admite >0.990.

La informacién obtenida mediante el célculo de “r” es limitada y no justifica por si sola la
linealidad, siendo “r*’coeficiente de determinacién el que aporta una mayor significacién
estadistica ya que expresa la proporcién de la variacién total de “y”, explicada por el

modelo.
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¢) Variancia residual constante (homoscedasticidad)
La representacion de los residuales “e;” aporta mucha informacién acerca de la validez del
modelo. De entre las diversas formas de hacerlo la més habitual consiste en representar los
residuales (eje de ordenadas) frente a los valores estimados (eje de abscisas). La

distribucién de los puntos deberia ser aleatoria y no reflejar ninguna tendencia.

d) Analisis de la Variancia: ANOVA
Para poder realizar una ANOVA se deben cumplir los siguientes supuestos:
1. Homogeneidad de variancias

2. Normalidad de los residuales

1. Homogeneidad de variancias
La homogeneidad de variancias se puede comprobar aplicando, por ejemplo, un test de
Cochran que indicard, si el factor concentracién tiene alguna influencia en la variabilidad
de los resultados. Estadisticamente seria mds correcto normalizar previamente las
respuestas, ya que de lo contrario se comparan coeficientes de variacion que corresponden a
medias de concentracion diferentes entre si. De todas formas es habitual efectuar el test sin

cumplir este requisito cuando el intervalo de concentraciones no es excesivamente amplio.

2. Normalidad de los residuales
Se puede comprobar mediante la representacion grafica que algunos programas estadisticos

realizan de los mismos o bien aplicando un test de normalidad.

Una vez comprobado estos supuestos se calcularan los estadisticos Fiy Fa.
Fiexp> F1wbla demuestra una pendiente distinta de cero.

Foexp < F2 tabla demuestra la linealidad entre los resultados obtenidos.

Los valores tabulados para F se obtienen en las tablas estadisticas de acuerdo a los grados

de libertad correspondientes y a un grado de significacién o normalmente igual a 0.05.
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e) Test de linealidad
Existen varios procedimientos para verificar la linealidad, uno de ellos es el coeficiente de

variacion de los factores respuestas (f).

El factor de respuesta (f) expresa la relacion entre la lectura o respuesta (Absorbancia) y la
concentracion y puede tomarse como una expresion aproximada de la sensibilidad de
calibrado. En una calibracién lineal los factores de respuesta deben ser semejantes entre sy
y cercanos a los valores de la pendiente. Valores del coeficiente de variaciones superiores
al 5% serian indicativos de una posible falta de linealidad, siendo recomendables no

superiores al 2%.

f) Test de proporcionalidad
El test de proporcionalidad permite evaluar si la recta pasa por el origen de coordenadas
determinando si la variable independiente es significativamente distinta de cero.
Habitualmente suele aceptarse que el valor de dicha ordenada sea como méximo el que

corresponde a un 1 % de la respuesta del analito a valor nominal.

Para llevar a cabo este test se recurre como en el caso anterior a una prueba de

significacion t de Student (n-2 grados de libertad, o = 0.05)

La ordenada en el origen tiene que ser estadisticamente igual a cero para el grado de
significacion escogido. En los intervalos de confianza (a + t *S,) debe estar incluido el cero.
En caso de no cumplirse el test de proporcionalidad seria necesario interpolar el resultado
del andlisis de cualquier muestra entre al menos dos estdndares, uno superior y otro

inferior. De esta forma se obvia el sesgo del método.

42
Universidad Nacional Auténoma de Nicaragua
UNAN - Leo6n



Validacién de un método analitico para la cuantificacién de Ambroxol Clorhidrato en
Jarabe 15 mg/ 5 mL por la técnica espectrofotométrica UV-VIS

4.2.4. Precision (1)

4.2.4.1.Definicion
La precisién expresa el grado de concordancia (grado de dispersion) entre una serie de
medidas de tomas multiples a partir de una misma muestra homogénea en las condiciones

prescritas.

La procedencia de las muestras destinadas al estudio de la precisién puede ser de muestras

reales o preparadas en el laboratorio.

El objetivo del estudio de la precisiéon es conocer la variabilidad o el més-menos del
método de ensayo. Esta variabilidad es debida a errores aleatorios inherentes a todo método
de ensayo. Como consecuencia de la existencia de estos errores, los andlisis efectuados
sobre muestras idénticas, en las mismas circunstancias, no conducen generalmente a
resultados idénticos. Los factores susceptibles de influir sobre los resultados de un ensayo
no pueden ser siempre controlados (analista, equipo instrumental, reactivos, tiempo, etc.)

de aqui la importancia del estudio de la precision.

La precision engloba diferentes tipos de estudios:

PRECISON

\4 4 l

REPETIBILIDAD PRECISION INTERMEDIA REPRODUCIBILIDAD

|

REPETIBILIDAD REPETIBILIDAD
INSTRUMENTAL || DELMETODO
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» Repetibilidad: 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
andlisis sobre la misma muestra pero en condiciones operativas diferentes

(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 precision de un método analitico se expresa generalmente como el coeficiente de
variacién (CV) de una serie de medidas y se calcula matemdticamente de la siguiente

manera:

cy = %(100%)

Doénde:
s = desviacidn estandar

X = media aritmética de los resultados

En la siguiente tabla (Huber, 1999) se resumen los factores que pueden o no pueden variar

en el estudio de la repetibilidad, precision intermedia y reproducibilidad.

Repetibilidad Precision Reproducibilidad

intermedia
Instrumento Igual Diferente Diferente
Dia de analisis Igual Diferente Diferente
Analista Igual Diferente Diferente
Otros factores (p. ej. reactivos) Igual Diferente Diferente
Laboratorio Igual Igual Diferente
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4.2.4.2 Ambito de aplicacién

Segin la ICH Q2B el estudio de la precision se debe realizar udnicamente para la
determinacion cuantitativa de principios activos y cuantificacion de impurezas. Por lo tanto
la evaluacién de la precision no es necesaria ni en el ensayo de identificacion ni en el test

limite de impurezas.

4.2.4.3 Repetibilidad

La repetibilidad se expresa matematicamente por el coeficiente de variacion (desviacion

estandar relativa) de una serie de medidas (ver ecuacidn anterior).

Uno de los factores que més pueden influir en la repetibilidad del método de anélisis es la
concentracion del analito, ya que la desviacion estidndar de las respuestas obtenidas

aumenta al disminuir la concentracion del analito.

Asi por ejemplo, cuando se trabaja a concentraciones altas (materia prima) se aceptan
valores de coeficientes de variaciéon mds bajos que cuando se trabaja a concentraciones mas

bajas (por ejemplo impurezas).

Por otro lado, el valor aceptado del coeficiente de variacion depende del intervalo de
aceptacion (especificaciones) especificado en el método de andlisis. El nimero de

replicados se deduce a partir del coeficiente de variacion de repetibilidad del método.

» Repetibilidad del sistema instrumental
Este parametro estudia la variabilidad debida tnicamente al instrumento, y se
determina analizando repetidamente una misma muestra de forma consecutiva de 6
a 10 veces. En el caso que se desee analizar el principio activo de una materia

prima o de una especialidad farmacéutica se prepara la muestra a la concentracion
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nominal, y en el caso de analizar impurezas a la concentracién del limite

especificado.

La estimacion de la repetibilidad instrumental se realiza con el calculo del

coeficiente de variacion de las respuestas obtenidas

» Repetibilidad del método
El ensayo de repetibilidad del método se efectua sobre una serie de alicuotas de una
muestra homogénea que se analiza independientemente desde el principio
(preparacion de muestra) hasta el final (lectura de resultados) por el mismo

instrumento y el mismo analista.

Se proponen dos alternativas para realizar este estudio:
v" Un minimo de 6 muestras a la concentracién nominal.
v Un minimo de 3 muestras a tres niveles de concentracion cubriendo el intervalo

especificado (un total de 9 muestras).

La estimacion de la repetibilidad del método se realiza con el cédlculo del coeficiente de
variacién de las respuestas obtenidas y con los intervalos de confianza a cada nivel de

concentracion estudiado.

a) Coeficiente de variacion
El célculo del coeficiente de variacién permite deducir el nimero de replicados que se
deben realizar en el método de ensayo para un determinado intervalo de aceptacion. Esta

relacion se establece segun la formula siguiente (aplicable a principios activos):

Vn
cv =1100-LA |*—
Donde:

LA = valor limite aceptado.

n = nimero de replicados que se deben realizar en el método de analisis.
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Z (0=0.01) =2.58

4.2.4.4 Precision intermedia

El objetivo del estudio de la precision intermedia es determinar la variabilidad del método
efectuando una serie de andlisis sobre la misma muestra, en un mismo laboratorio pero en

condiciones operativas diferentes.

En el estudio de la precision intermedia se deben considerar aquellas circunstancias en las
que se pretende desarrollar el método de ensayo. El analista debe evaluar los efectos

causados al variar una serie de factores.

Tipicos factores a estudiar incluyen el dia, el analista, el instrumento, etc.
No es necesario estudiar cada uno de estos factores individualmente sino que es suficiente
comprobar que la variabilidad aportada por el conjunto de factores esta dentro de los limites

establecidos.

Para estudiar los, factores de una manera aleatoria se recomienda un estudio matricial y,
para cada combinacion de éstos, las muestras deben ser preparadas independientemente

como minimo por triplicado.

A continuacién se propone un modelo de un disefio experimental donde se estudia la
variacién de los factores; dia de andlisis, analista e instrumento. En este modelo se presenta
el caso particular de determinar la variacion de los resultados obtenidos al considerar dos

analistas, dos instrumentos y realizando el andlisis tres dias diferentes.
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Precisién intermedia:

Analista x Dia 1 Dia 2 Dia 3
Analista y Dia 1 Dia 2 Dia 3
Analista x Dia 1 Dia 2 Dia 3
Analista y Dia 1 Dia 2 Dia 3

La estimacion de la precision intermedia se realiza con el célculo del coeficiente de
variacion global de las respuestas obtenidas, es decir, considerando cada resultado

independientemente.

Generalmente se aceptan valores de coeficiente de variacion de la precision intermedia
inferiores al doble del coeficiente de variacién de la repetibilidad del método. En caso de

que no se cumpla es necesario evaluar cudl es el factor responsable de esta variabilidad.

Se recomienda, ademds, determinar el coeficiente de variacion para cada grupo de andlisis
para comprobar que se cumplen las especificaciones establecidas en la repetibilidad del

método.

4.2.4.5 Reproducibilidad

La reproducibilidad estudia la variabilidad de los resultados inter-laboratorio. El objetivo
de este estudio es verificar que el método de andlisis proporciona los mismos resultados en
diferentes laboratorios. La reproducibilidad de dicho método de andlisis 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.

Estas condiciones operativas y ambientales diferentes pueden ser:

v" Humedad y temperatura ambiental diferente

48
Universidad Nacional Auténoma de Nicaragua
UNAN - Leén



Validacién de un método analitico para la cuantificacién de Ambroxol Clorhidrato en
Jarabe 15 mg/ 5 mL por la técnica espectrofotométrica UV-VIS

v’ Analistas con diferente experiencia

<

Instrumentos de caracteristicas diferentes (volumen muerto en un HPLC)
v' Variaciones de condiciones instrumentales (composicién de la fase mévil, pH y
flujo)

v’ Variaciones de detalles experimentales no especificados en el método

<

Equipos y fungibles de diferente antigiiedad

v Disolventes y reactivos de diferente calidad

Este estudio es necesario si se pretende realizar el método en diferentes laboratorios o si se
quiere estandarizar un procedimiento analitico, por ejemplo para incluirlo en las

Farmacopeas.

4.2.5 Exactitud (1)

4.2.5.2 Definicion y generalidades

La exactitud de un procedimiento analitico expresa la proximidad entre el valor que es
aceptado convencionalmente como valor verdadero o un valor de referencia y el valor

experimental encontrado.

No deben confundirse exactitud y precision. La precision estd relacionada con la dispersion
de una serie de mediciones, pero no da ninguna indicacién de lo cerca que estd del valor
verdadero. Se puede tener mediciones muy precisas pero poco exactas; sin embargo, para

que un método sea exacto se requiere un cierto grado de precision.

De la definicién de exactitud surge el principal problema: ;cudl es el valor verdadero del
analito en la muestra? Por desgracia el valor verdadero en muchos casos se desconoce, no
obstante, cuando se dispone de patrones de referencia certificados, el valor de dicho patrén

es el que se acepta como valor verdadero y la exactitud puede evaluarse aplicando el
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método sobre dicho patrén, o bien analizando muestras placebo o de problema a las que se

ha afiadido una cantidad conocida de dicho patrén.

También se acepta la comparacion de los resultados con un con un método de referencia
validado del que ya se ha demostrado su exactitud; entonces el valor verdadero es el que se
obtiene con dicho método de referencia y se compara con el valor hallado con el método

nuevo que se quiere validar.

4.2.5.3 Ambito de aplicacién

Segin la guia (ICH, Q2A) debe ensayarse la exactitud en métodos de anélisis para la
valoracién en materia prima y en producto acabado y en métodos de andlisis de

cuantificacién de impurezas.

Segin la USP 36 también debe evaluarse la exactitud en los métodos de andlisis de estudios

de velocidad de disolucion.

4.2.5.4 Procedimientos de determinacion de la exactitud

La exactitud debe demostrarse en todo el rango especificado para el método analitico. Se
recomiendan un minimo de 9 determinaciones sobre 3 niveles de concentracion del analito
que cubran el rango especificado, por ejemplo 3 determinaciones x 3 niveles de
concentracion, que podrian ser la concentraciéon central y las concentraciones en los

extremos del rango.

En funcién del tipo de método a validar y de cada caso concreto se debera tener en cuenta

el rango de concentraciones de trabajo:

1) Riqueza de un principio activo en materia prima o en producto acabado: 80-120%.

2) Impurezas: desde el 50% del nivel de especificacion hasta el 120% de dicho nivel.
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3) Ensayo de disolucion: si se trata de un producto de liberacién inmediata seria deQ-20%
a Q+20%; si se trata de un producto de liberacion controlada, sobre cada limite de

disolucién en cada periodo de tiempo se aplicaria (+20%).

La exactitud se expresara como porcentaje de recuperacion en la valoracién de una cantidad
conocida de analito afadida sobre la muestra o como la diferencia entre la media obtenida y

el valor aceptado como verdadero junto a los intervalos de confianza.

Expresion matemadtica de la exactitud

. . 100
Porcentaje de recuperacion: (R) = X, * e

Diferencia =x,,- p

Donde:
* »= valor medio hallado

u= valor aceptado como verdadero
4.2.5.4.1 Riqueza de un principio activo
» Aplicacion del método analitico a una muestra de riqueza conocida

Para evaluar la riqueza de un principio activo o de una materia prima es habitual la
utilizaciéon de un método absoluto, por ejemplo una valoracién acido-base. En este caso
para demostrar la exactitud del método puede valorarse un patréon de referencia de

concentracion conocida y se compara el valor hallado con el valor verdadero conocido.

No obstante, como ya se ha comentado anteriormente, en muchos casos no existen patrones
de referencia certificados por un organismo oficial, como los patrones del NIST

(Nationallnstitute of standards and Technology) o los suministrados por las diferentes
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Farmacopeas (EP, USP standards, BP standards). Entonces la evaluacion de la exactitud

puede llevarse a cabo por comparacion con un método de referencia validado.

» Comparacion con un método de referencia validado

Se comparan los resultados obtenidos con el método analitico que se quiere validar con los
obtenidos con un método de referencia. Cuya exactitud este bien determinada o definida.

Ambos métodos deben ser independientes.

» Determinacion cuantitativa de un analito en un producto acabado

El enfoque es similar al que se plantea para evaluar la exactitud de un método para la

riqueza de un principio activo pero en este caso se trabaja sobre el producto acabado.

» Aplicacion del método analitico a una muestra de concentracion conocida

La muestra de concentracién conocida se prepara a partir de un placebo cargado con
cantidades conocidas de analito, o bien, cuando es dificil o imposible obtener un placebo
que no contenga el analito en cuestion, se puede usar el método de adicioén de patrén sobre

el problema.

a) Método del placebo cargado.

Se prepara un placebo del problema que contiene todos los ingredientes excepto el analito a
determinar. Sobre dicho placebo se afiaden cantidades conocidas de un analito patrén a tres

niveles de concentracion dentro del rango a estudiar.

El ensayo de recuperacion se realiza como minimo con 3 replicados para cada nivel. El
analito se determina en cada muestra utilizando el mismo método analitico a evaluar y se

calcula la recuperacion.
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El problema del método del placebo cargado estd en cémo se introduce el analito sobre el
placebo. El proceso de adicién, por mucho que simule lo mds exactamente posible la
preparacion del producto acabado, s6lo se trata de una aproximacién ya que en el producto
acabado real el analito o principio activo estd intimamente mezclado con los otros
ingredientes. Por lo tanto, la eficacia de la recuperacion obtenida con el método del placebo

cargado puede llegar a ser mds elevada de lo que en realidad es.

Aun teniendo en cuenta este inconveniente, el método del placebo cargado es una técnica

comun y aceptada para la determinacién de la recuperacion y la exactitud de un método.

b) Método de adicion de patrdn.

Se utiliza esta aproximacion cuando no es posible preparar un placebo de la matriz de la
muestra que no contenga el analito. Este podria ser el caso de las muestras liofilizadas en
los que la presencia o ausencia del analito es significativamente distinta. Se afiaden sobre
una o varias muestras cantidades conocidas de un analito patrén a tres niveles de
concentracion dentro del rango a estudiar. Se realizan como minimo 3 replicados para cada
nivel y se analizan las muestras adicionadas y no adicionadas segun el método analitico

calculando finalmente la recuperacion.

Este método tiene la ventaja de utilizar muestras reales y no requiere la preparacion
especial de un placebo cargado. No obstante, también debe hacerse la misma reflexion que
para el método del placebo cargado, ya que la adicioén de un patrén sobre una muestra no es

exactamente lo mismo que el producto acabado real.

v" Comparacién con un método de referencia validado
Se comparan los resultados obtenidos con el método analitico que se quiere validar con los
obtenidos con un método de referencia, cuya exactitud estd bien determinada o definida.

Ambos métodos deben ser independientes.
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4.2.5.5 Criterios de aceptacion

La recuperacion esperada depende de la matriz de la muestra, del procedimiento de
preparacion de la muestra (mds o menos complejo) y de la concentracion del analito en la
misma. Aunque es deseable alcanzar valores de recuperacion cercanos al 100%, en segin
qué tipos de muestras de matrices complejas (productos naturales, fluidos bioldgicos,
alimentacion, etc.) s6lo se obtienen valores del 50, 80 0 90%. En estos casos es importante
que aunque la recuperacion sea baja, la precision del método sea alta ya que entonces puede

intentar aplicarse un factor de correccion.

A continuacién se presentan algunos criterios de aceptacion que pueden orientar en la
estimacion de la recuperacion en funcién del tipo de muestra a analizar y de la
concentraciéon del analito en dicha muestra, aunque pueden aceptarse valores de

recuperacion mas bajos segun las necesidades del método:

1. Valores orientativos aceptables en la industria farmacéutica.

Materia prima 99.0-101.0
Formulado farmacéutico 97.0-103.0
Trazas (0.1 -1 ppm) Min. 90%

Trazas (<0.1 ppm) Min. 75%

2. Valores orientativos aceptables segin la AOAC (Asociacidén Oficial de Quimicos

Analiticos), en funcidn de la concentracién del analito.
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100 1 100% 98-102
210 107 10% 98-102
>1 1072 1% 97-103
>0.1 107 0.1% 95-105
0.01 10 100 ppm 90-107
0.001 10 10 ppm 80-110
0.0001 10 1 ppm 80-110
0.00001 107 100 ppb 80-110
0.000001 10 10 ppb 60-115
0.0000001 10° 1 ppb 40-120

3. Valores orientativos aceptables para los métodos descritos en EPA: el porcentaje de

la recuperacion debe estar entre el 50 y el 150 % del valor tedrico.

4. Otros autores recomiendan que la recuperacion expresada como porcentaje sea +4
del valor tedrico en todos los niveles, siendo CV el coeficiente de variacion en

porcentaje obtenido en el ensayo de la precision del método.

4.2.6 Robustez (1)

4.2.6.2 Definicion

La guia ICH, Q2A define la robustez de un método analitico como la medida de su
capacidad para permanecer inalterado ante pequefias pero deliberadas variaciones en ciertos
pardmetros, proporcionando idea de su fiabilidad o "estabilidad" durante su empleo en

rutina. Es por tanto la capacidad que demuestra el procedimiento de andlisis para
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proporcionar resultados vélidos en presencia de pequeflos cambios respecto de las

condiciones descritas en el método, susceptibles de producirse durante su utilizacion.

La robustez (Robustness) no debe confundirse con el término Ruggedness. Este tltimo no
se menciona en las guias ICH, pero si en la Farmacopea USP. Esta define el termino
Ruggedness como el grado de reproducibilidad de los resultados mediante el andlisis de las
mismas muestras bajo una variedad de condiciones tales como diferentes laboratorios,
diferentes analistas, diferentes instrumentos, lotes de reactivos, dias, tiempos, diferentes
temperaturas, etc. Es decir, se sigue el método analitico dentro de los pardmetros
especificados en €l, pero introduciendo en las condiciones experimentales las variaciones
habituales de laboratorio a laboratorio. Da una idea de la influencia que tienen las variables
ambientales y operacionales del método en los resultados, por lo que podria asimilarse al

término Reproducibilidad.

4.2.6.3 Ambito de aplicacién

Aunque tanto las guias ICH como la USP definen la robustez junto con los pardmetros de
validacién de un método analitico, no es considerado, todavia, un requisito necesario para
registro de especialidades, sino que se trata de un estudio que surgi6 con el fin de resolver
los problemas que se planteaban en la transferencia de métodos analiticos entre

laboratorios.

En estas circunstancias era frecuente que algtin parametro del método sufriera una variacién
que provocaba serias dificultades en la equivalencia entre los resultados de ambos centros
de andlisis, de modo que con el fin de identificar los factores potencialmente criticos surgi6

la necesidad de evaluar las fuentes de variacion del método de analisis.

Por esta misma razoén, las guias ICH recomiendan incluir la robustez en una fase apropiada
del desarrollo del método y no en la validacién propiamente dicha, dado que si la robustez

del método no se comprueba con anterioridad a iniciar la validacién, puede suceder que se
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intente validar un método poco robusto, con los consiguientes malos resultados y pérdida

de tiempo y dinero.

Incluso después de realizar el estudio de robustez podria concluirse que se debe modificar
algin pardmetro del método, obligando a la consiguiente revalidaciéon de los puntos
necesarios. Se considera por tanto que antes de fijar los parametros analiticos y redactar el
método a validar, es recomendable hacer un estudio de robustez de forma que una vez
fijados los margenes en los que el método es robusto, se pudieran incluir éstos como parte

del método final, dotandolo asi de una cierta flexibilidad.

Es decir se tendria una justificacién valida que apoyaria la modificaciéon de ciertos
parametros en el caso de que fuera necesario, por ejemplo a la hora de cumplir una
idoneidad del sistema en cromatografia. Por el contrario, en el caso de los factores mas
criticos, debe hacerse mencidn especial de la importancia que tiene ajustar el valor o seguir

el procedimiento al pie de la letra.

De hecho la consecuencia directa de los resultados del estudio de robustez ha de ser la
definicion razonada del test de idoneidad del método, que en muchas ocasiones es fijado de
una forma arbitraria y sin saber a ciencia cierta si los requisitos que impone son realmente
necesarios o limitan la realizacion del método a unas condiciones escasamente

reproducibles.

Todos los métodos, sea cual sea la técnica empleada, son susceptibles de ser sometidos a un
estudio de robustez. Algunos pueden tener muchos parametros sobre los que actuar y \ otros
menos. Ademds éstos no tienen por qué ser soélo factores relacionados con la medida final,
sino que pueden ser de cualquier etapa del procedimiento analitico, como por ejemplo la
preparacion de la muestra. Por esto, la primera etapa del estudio es precisamente analizar
todo el método y definir qué factores son los que se espera que influyan mds en el resultado

final.
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4.2.6.4 Procedimiento de determinacion de la robustez

1. Factores y niveles de influencia

Antes de definir los factores de variacion, hay que establecer donde se quieren estudiar su

influencia. Dicho de otra forma, qué parametros se van a medir en cada ensayo.

En el caso de un andlisis cuantitativo resulta evidente que se debe analizar la influencia de
cada variable sobre la concentracion de analito calculada. El estudio de la influencia sobre
varios parametros nunca implica la realizacién de mds ensayos, sino que se puede hacer a
partir de los mismos. Los factores a evaluar en cualquier método de andlisis pueden ser
tanto factores cuantitativos (ej. influencia de la longitud de onda, concentracién de un
determinado reactivo) como cualitativos (ej. fabricante de la celda de validacion fabricante

de un determinado reactivo).

2. Factores que pueden variarse para la técnica UV-VIS para determinar la robustez del
método
v Lacelda
v" El equipo UV-VIS
v El solvente
v" Lalongitud de onda

4.2.6.4.1 Diseiios factoriales fraccionados
Normalmente se utilizan dos tipos de disefios factoriales:
v" Disefios factoriales completos y fraccionados

v" Disefos de Plackett-Burman y Youden-Steiner

Los més habituales y sencillos son los disefios de Plackett-Burman, con los que a partir de
(f+1) experimentos se pueden llegar a evaluar el efecto de “f “factores, la desventaja es que
en estos disefios, a diferencia de los disefios fraccionados, los efectos de las interacciones

entre 2 o mas factores quedan confundidas con los efectos principales, es decir, no puede
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evaluarse el efecto de las interacciones entre factores. No obstante, también ha de, sefialarse

que dicho efecto suele ser en la practica casi siempre despreciable

Disefio factorial completo de ocho experimentos (2%) para evaluar la influencia de tres
factores. Mediante la matriz resultante del andlisis factorial para este caso, se puede

establecer la influencia de tres factores A, B y C asi como de sus interacciones dos a dos.

La interaccion de los tres conjuntamente también puede ser tenida en cuenta:

2 + - - - - + +
3 - + - - + - +
4 + + - + - - -
5 - - + + - - +
6 + - + - + - -
7 - + + - - + -
8 + + + + + + +

El signo contenido en las columnas A, B, C es el correspondiente a la desviacion disefiada
del factor respecto a su valor nominal. La columna Interaccion AB es el resultado del
producto algebraico de los signos de las columnas A y B. Y de la misma forma la de la
columna ABC es el correspondiente al producto de cada una de las columnas A, B, C. Cada

linea representa un experimento a realizar.

Se realizan los ocho ensayos segin indica cada linea de la matriz con lo que se obtendrdn
ocho resultados para contenido en principio activo, o cualquiera de los pardmetros que nos

interese analizar: R1, R2, R3, R4, RS, R6, R7 y R8.
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Una vez obtenidos los resultados el siguiente pasa es realizar la evaluacion estadistica que
evidencie cudl de los factores, o que interacciéon entre ellos tiene una influencia

significativa.

Una forma sencilla de llevarlo a cabo seria calcular la influencia de cada factor de la
siguiente manera (Caporal-Gautier, 1992):
Influencia del factor A:

A=1/4(-R1+R2-R3+R4-R5+R6-R7+R8)

Influencia del factor B:

B=1/4(-R1- R2+R3+R4-R5-R6+R7+R8)

La influencia sobre el pardmetro de la interaccion entre el factor A y B sera:

AB=1/4(+R1-R2-R3+R4+R5-R6-R7+R8)

Asi se calculan los efectos principales y las interacciones entre los diferentes factores, de

forma que puede ya intuirse cudles de ellos pueden tener realmente relevancia.

En cualquier caso una manera también sencilla de comprobar la importancia del efecto

generado consiste en calcular para cada caso el correspondiente intervalo de confianza:

Sexp
Vnt

Por ejemplo para el factor A: A + t*

Doénde:

t = coeficiente de Student para probabilidad (1-(a/2)) y el nimero de grados de libertad de
Sexp

Sexp = desviacion estdndar de los resultados de los experimentos.

n = n° de experimentos.
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Si el intervalo de confianza del efecto de un factor contiene el cero, este efecto puede
considerarse como negligible. Si el cero no se encuentra dentro del intervalo el resultado

del analisis significa que se halla influenciado por la variacion del factor en cuestion.

De esta forma todos aquellos factores cuyo intervalo de confianza excluya el cero deberan

ser fijados con gran exactitud en el procedimiento de andlisis.

4.3 Espectrofotometria (2)

La espectrofotometria UV-visibles una técnica analitica que permite determinar la
concentracion de un compuesto en solucién. Se basa en que las moléculas absorben las
radiaciones electromagnéticas y a su vez que la cantidad de luz absorbida depende de forma
literal de la concentracion. Para hacer este tipo de medidas se emplea un espectrofotometro,
en el que se puede seleccionar la longitud de onda de la luz que pasa por una solucién y

medir la cantidad de luz absorbida por la misma.

4.3.1 Espectro:

Se define como una representacion grafica o fotografica de la distribucién de intensidades
de la radiacién electromagnética emitida o absorbida por la materia, en funcién de la
longitud de onda de dicha radiacion. Los espectros son debidos a transiciones entre estados

de energia caracteristicos de la materia.

Los espectros pueden ser:

» Emision: que se obtienen excitando adecuadamente la materia para que emita radiacién
electromagnética.

» Absorcion: obtenidos sometiendo a la materia a una radiacién electromagnética
continua y representando la proporcion de radiacién absorbida por la misma en funcién

de la frecuencia o longitud de onda.
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ESPECTROFOTOMETRIA: Es un método de andlisis que hace uso de la intercalacién
entre la materia y la energia radiante la cual se refiere a como las ondas electromagnéticas

se propagan y transporta sin transferencia de materia.

ESPECTROFOTOMETRO: Es un instrumento que permite comparar la radiacién
absorbida o transmitida por una solucién que contiene una cantidad desconocida de soluto,

y una que contiene una cantidad conocida de la misma sustancia.

4.3.2 Principio de la espectrofotometria:

Todas las sustancias pueden absorber energia radiante, aun el vidrio que parece ser
completamente transparente absorbe radiacion de longitudes de ondas que no pertenecen al
espectro visible; el agua absorbe fuertemente en la region del infrarrojo.

La absorcion de las radiaciones ultravioletas, visibles e infrarrojas depende de la estructura

de las moléculas, y es caracteristica para cada sustancia quimica.

Cuando la luz atraviesa una sustancia, parte de la energia es absorbida; la energia radiante

no puede producir ningin efecto sin ser absorbida.

El color de las sustancias se debe a que estas absorben ciertas longitudes de onda de la luz
blanca que incide sobre ellas y solo dejan pasar a nuestros ojos aquellas longitudes de onda

no absorbidas.

La espectrofotometria ultravioleta-visible usa haces de radiacion del espectro
electromagnético, en el rango UV de 80 a 400 nm, principalmente de 200 a 400 nm y en el
de la luz visible de 400 a 800 nm, por lo que es de gran utilidad para caracterizar los

materiales en la region ultravioleta y visible del espectro.
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Al campo de luz UV de 200 a 400 nm se le conoce también como rango de UV cercano, la
espectrofotometria visible solamente usa el rango del campo electromagnético de la luz

visible, de 400 a 800 nm.

Ademads, no estd de menos mencionar el hecho de que la absorcion y transmitancia de luz

depende tanto de la cantidad de la concentracion y de la distancia recorrida.

4.3.3 Componentes basicos de un espectrofotémetro:

4.3.3.1 Fuentes:

» Lamparas de deuterio e hidrégeno. La excitacion eléctrica de deuterio o hidrégeno a
baja presion produce un espectro continuo en la regién UV, que es utilizable en la
region de 160 a 375 nm. Puesto que el vidrio absorbe fuertemente a longitudes de onda
menores que 350 nm, las ldmparas de deuterio requieren la utilizacién de cubetas de
cuarzo.

» Lamparas de filamento de tungsteno. Es la fuente mds comin de radiacién visible e

infrarrojo cercano, se utiliza en la region de longitud de onda de 350 a 2500nm.

4.3.3.2 Selectores de longitud de onda:
Es la parte mas importante del equipo, determinando en gran parte su calidad. Son
dispositivos que filtran el espectro producido por la fuente, dejando “pasar” sdlo

radiaciones en un rango de longitud de onda determinada.

4.3.3.3 Filtros de absorcion:

Sirven para la region visible de espectro y funcionan absorbiendo ciertas zonas de éste. El
tipo mas usual es un vidrio colocado o una suspension de gelatina entre dos placas de
vidrio. El ancho de banda proporcionado por este tipo de filtros es bastante ancho (30 - 250

nm).
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4.3.3.4 Filtros de interferencia:
Proporciona bandas de radiaciéon bastante mds estrechas que el filtro de absorcién. Su
funcionamiento se basa en la interferencia Optica, esto es, la interferencia destructiva entre

la radiacion que se quiere eliminar.

4.3.3.5 Monocromadores:

Son superiores en calidad a los filtros. Existen dos tipos, los de red y los de prisma

4.3.3.6 Recipientes para la muestra:

Las celdas o cubetas que contienen la muestra deben fabricarse de un material que no
interfiera con la radiacién que estamos utilizando. Para la region del ultravioleta (bajo de
350nm) se necesitan cubetas de cuarzo. Tales cubetas son sumamente costosas, por lo tanto
se deben manipular con extremo cuidado. En la regioén entre 350 y 2000 nm se utilizan
cubetas de vidrio de silicato. El plastico se puede utilizar para el visible (400-800 nm). El

ancho mas comun de una cubeta es de un centimetro.

La calidad de los datos de absorbancia depende de manera critica de la forma en que se
usen y mantengan las cubetas. Las huellas dactilares, la grasa o la suciedad en las paredes
alteran de forma notable las caracteristicas de transmisién de una cubeta. La superficie de
las ventanas no deben tocarse durante su manipulacion, las cubetas no se deben frotar ni

limpiar con abrasivos.

4.3.3.7 Detector de radiacion y procesador de seiiales:

El detector es un transductor que convierte la energia radiante en una sefial eléctrica. El
procesador es un dispositivo que amplifica la sefial electrénica que recibe del detector.
Algunos pueden realizar operaciones matemadticas con la sefial, tales como diferenciar,

integrar o convertir en logaritmo.
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4.3.4 Ley de Lambert y Beer

En la ley de Lambert se dice que la cantidad de luz absorbida por un objeto depende de la

distancia recorrida por la luz.
4.3.4.1 Ley de Beer

La ley de Beer declara que la cantidad de luz absorbida por un cuerpo depende de la

concentracion en la solucidn.

Si hacemos incidir un haz de luz paralelo sobre una solucién de una especie absorbente de
concentracion “c” contenida en una cubeta de “b” cm de grosor (ver figura), el haz se
atenta de Py hasta P. Donde Py y P es la cantidad de energia radiante que incide en el
detector por unidad de superficie y por unidad de tiempo (potencia radiante o intensidad de

radiacion).

La transmitancia T de la solucién es la fraccion de radiacion incidente transmitida por la

solucién: T =P/

La absorbancia A o densidad 6ptica de una solucién se define por la ecuacion:

A= -log1o T = lOgPO/P

La absorbancia es directamente proporcional a la longitud b que recorre la radiacion a
través de la solucién y a la concentracion de la especie absorbente. Como la longitud no
varfa y a es una constante de proporcionalidad tenemos una relaciéon lineal entre
absorbancia y concentracién. De esta manera, si medios la absorbancia de una solucién y
conocemos el valor de a y el grosor de la cubeta (b) estamos en condiciones de calcular la
concentracion (c) de la especie en solucion. Esta relacién se conoce como la ley de

Lambert- Beer y se escribe usualmente como: A=axbxc.
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Donde:

A es la absorbancia de la muestra

“a” es la absortividad o coeficiente de extincién, propio de cada compuesto. Su magnitud
depende de las unidades utilizadas para b y c. Si b estd en centimetros y ¢ en gramos por
litro, entonces la absortividad tiene unidades de L ¢! cm’!

“b” es el grosor de la cubeta (cm).

“c” es la concentracion del analito (g/ L), cuando ¢ se expresa en moles por litro (mol/ L o
M), entonces a se cambia por £, que es la absortividad molar o coeficiente de extincion

molar. Entonces la ley de Beer queda asi:

A=E€xbxc

Donde € tiene unidades de L mol cm™!

4.3.4.2 Aplicaciones de la ley de Beer

La ley de Beer se puede utilizar en distintas maneras. Pueden calcularse las absortividades
molares de las especies si se conocen sus concentraciones, también se puede utilizar el
valor de la absorbancia medida para conocer la concentracién si es que se conoce la
absortividad y la longitud de la trayectoria de la radiacién. Sin embargo, la absortividad es
una funcién de diversas variables, tales como el disolvente, la composicion de la solucién y
la temperatura, de ahi que los valores de la absortividad que se encuentra en la literatura

varien con las condiciones en las que se hace la medicion.

Por esta razén, es aconsejable no depender nunca de los valores dados en la literatura para
un andlisis cuantitativo. Para conocer la absortividad en las condiciones del andlisis, se
preparan varias soluciones patrén analito en el mismo disolvente y una misma temperatura.
Con las soluciones patrén se construye una curva de calibracion, o curva de trabajo, de
absorbancia frente a la concentracidn, o también puede obtenerse una ecuacion de regresion

lineal.
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A veces es necesario hacer por duplicados de la solucién del analito para compensar los
efectos debidos a la matriz, también se puede aplicar el método de las adiciones estdndar

para el mismo fin.

4.3.4.3 Limitaciones de la ley de Beer

La relacién lineal entre la absorbancia y longitud de la trayectoria de la radiacién a una
concentracion fija, es una generalizaciéon para la que hay pocas excepciones. Por lo
contario, es muy frecuente encontrar desviaciones a la proporcionalidad directa entre
absorbancia y concentracion (cuando b es constante). Algunas de estas desviaciones,
denominadas desviaciones reales, son significativas y representan limitaciones reales de
esta ley.

A veces se observan desviaciones debidas a la forma en que se mide la absorbancia
(desviaciones instrumentales) o como resultado de los cambios quimicos asociados a las

variaciones de concentracion (desviaciones quimicas)

4.3.4.4 Desviaciones de la ley de Beer

4.3.4.4.1 Desviaciones reales de la ley de Beer

La ley de Beer solo describe el comportamiento de la absorcion en soluciones diluidas y, en
este sentido es una ley limitada. Con concentraciones superiores a 0.01M. La distancia
promedio entre los iones o moléculas de las especies absorbentes disminuyen a punto en
que cada particula afecta la distribucion de carga (y, por tanto la absorcion) de las particulas
vecinas. Como el grado de interaccion depende de la concentracion, cuando este fendmeno
ocurre se presenta se observan desviaciones de la relacion lineal entre la absorbancia y

concentracion.

Esto también se observa en concentraciones diluidas de sustancias absorbentes que

contienen concentraciones altas de otras especies, electrolitos en particular.
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Cuando los iones estdn muy cerca del analito, alteran su absortividad molar por interaccién

electrostética, ocasionando desviaciones de la ley de Beer.

4.3.4.4.2 Desviaciones quimicas

Las desviaciones de la ley de Beer se presentan cuando las especies absorbentes
experimentan asociacion, disociacién o reaccionan con el disolvente formando productos
que tienen una absorcion distinta de la del analito. La magnitud de estas desviaciones se
puede predecir conociendo las absortividades molares de las especies absorbentes y las
constantes de equilibrio de las reacciones. Desafortunadamente, casi nunca se percibe que
estos procesos estdn afectando al analito y, por tanto, es practicamente imposible

compensarlos.

Los equilibrios tipicos que dan origen a este efecto incluyen a los equilibrios entre
monomeros y dimeros, los que forman complejos metdlicos con mas de un tipo de
complejo, los equilibrios dcido-base y los que llevan a asociaciones del disolvente y del

analito.

4.3.4.4.3 Desviaciones debidas a los instrumentos

La necesidad de contar con fuentes de radiacién monocromatica y evitar la radiacién
pardsita (radiacion debida al instrumento y que esta fuera de la banda de longitud de onda
seleccionada para hacer las mediciones) son algunos de los pricticos que restringen la
aplicacion de la ley de Beer. Estrictamente, esta ley se aplica s6lo cuando las mediciones se
hacen con una fuente de radiacién monocromaética, sin embargo en la practica, se emplean
las fuentes de radiacion policromatica junto con una rejilla o un filtro para aislar una banda
de longitud de onda que sea mds o menos simétrica en torno a la longitud de onda que se va
utilizar. La luz policromatica, literalmente luz multicolor, es la que tiene muchas longitudes
de onda, como la que emite un filamento incandescente de tungsteno de una ldmpara; tiene
una sola longitud de onda, como la de un l4ser, o una sola banda estrecha de longitudes de
onda. Si la banda seleccionada corresponde a una regién en que el analito muestra una

absortividad casi constante, las desviaciones de la ley de Beer son minimas.
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Para evitar estas desviaciones es conveniente seleccionar una banda de longitud de onda
cercana a la longitud de onda donde la absorcion sea maxima y la absortividad del analito
cambie muy poco con la longitud de onda. Utilizar celdas no apareadas también puede ser
una causa de desviacion de la ley de Beer, que aunque es trivial, también es importante.
Para evitar los problemas causados por las celdas 6ptimamente desiguales en instrumentos
de un solo haz, se puede utilizar la misma celda para el blanco y la muestra. Después de
hacer las lecturas con el blanco, la celda se vacia por aspiracién, se lava, se enjuaga y se

llena con la solucion del analito.

La linealidad de la ley de Lambert-Beer estd limitada por factores quimicos e

instrumentales.

Estos pueden ser:
» Variaciones en las absortividades a altas concentraciones (>0.01M) debido a
interacciones electrostaticas de moléculas muy cercanas entre si.

» Dispersion de la luz debido a la presencia de material particulado en la muestra.

Y

Fluorescencia o fosforescencia de la muestra.
» Cambios en el equilibrio quimico dependientes de la concentracién. Por ejemplo si
el analito se asocia, disocia o reacciona con el disolvente en funcién de su

concentracién. !
4.4  Monografia terapéutica del Ambroxol Clorhidrato (7)

4.4.1 Descripcion: (22)

-OH
Br & /O

| e . HCI

= NHz

Br
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Nombre IUPAC: Clorhidrato de trans-4-(2-amino-3,5-dibromobencilamino) ciclohexanol.
Formula: C13H1sBr.N2O .HCI.

Masa Molecular: 414.60 g/mol

Descripcion: Polvo cristalino blanco o ligeramente amarillo.

Solubilidad: Soluble en metanol, poco soluble en agua; casi insoluble en cloruro de

metileno.

4.4.2 Propiedades Farmacoterapéuticas del Ambroxol Clorhidrato

4.4.2.1 Mecanismo de accion (9)

El Ambroxol actia sobre secreciones de las vias respiratorias, dividiendo y disgregando la
organizacion filamentosa del moco, rompe los enlaces de unién de los mucopeptidos,
produciendo una fluidificaciéon de las secreciones viscosas y adherentes del tracto

respiratorio.

Estimula la secrecion de las sustancias liquidas por parte de las glandulas submucosas
bronquiales. Estimula la mucokinesis del epitelio bronquial. Estimula la formacién de
liquido surfactante pulmonar. Permite una mejor difusiéon de los antibidticos al sitio de

accion.

4.4.2.2 Caracteristicas farmacocinéticas (23)
La absorcién de Ambroxol es ripida y casi completa, con linealidad de dosis dentro de los

limites terapéuticos.

Las concentraciones plasmdticas maximas se alcanzan en el plazo de 0,5 hasta 3 horas.
Dentro de los limites terapéuticos, la fijacion a proteinas plasmdticas es de

aproximadamente un 90%.
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La distribucién de Ambroxol de la sangre a tejidos es rdpida, alcanzdndose la concentracién
maxima de principio activo en el pulmén. La vida media en plasma es de 7 a 12 horas; no

se ha observado acumulacién.

Alrededor del 30% de la dosis oral administrada se elimina por efecto de primer paso
hepatico. Ambroxol se metaboliza fundamentalmente en el higado por conjugacién. La

excrecion renal total es de aproximadamente el 90%.

4.4.2.3 Caracteristicas farmacodinamicas (9)

Los estudios han demostrado que el Ambroxol aumenta la secrecién de las vias
respiratorias y estimula la actividad ciliar. Estas acciones tienen como consecuencia una
mejoria del flujo y del transporte de la mucosidad (aclaramiento mucocilliar), segin se ha
demostrado en estudios farmacoldgicos. La potenciacion de la secrecion fluida y del

aclaramiento mucocilliar facilita la expectoracion y alivia la tos.

4.4.3 Interacciones (9)
La administracion de ambroxol junto con antibidticos (amoxicilina, cefuroxima,

eritromicina, doxiciclina) eleva la concentracién de antibidtico en tejido pulmonar.

4.4.4 Reacciones adversas (9)

Por lo general Ambroxol es bien tolerado. Se han comunicado ligeros trastornos del tracto
gastrointestinal superior (principalmente pirosis y dispepsia y, ocasionalmente, nduseas y
vomitos). Raras veces se han producido reacciones alérgicas, sobre todo exantemas

cutaneos.

En muy raros casos se han comunicado reacciones agudas graves de tipo anafilactico, pero
su relacion con el ambroxol es dudosa. Algunos de estos pacientes presentaban historial de

hipersensibilidad a otras sustancias.
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4.4.5 Indicacion, dosis y via de administracion (9)

» Indicacién:
Ambroxol es un mucolitico, expectorante adecuado para tratar enfermedades agudas y
crénicas de las vias respiratorias que se acompafian de alteraciones patoldgicas en la
formacion de la secrecidon bronquial, en especial bronquitis aguda y crénica, traqueo-
broquitis, broquitis asmadtica, neumonia y bronconeumonia, tos del fumador, bronquitis,

sinusitis y rinitis seca.

» Dosis:
Adultos y mayores de 12 afios: 5 ml cada ocho horas.

Nifos de 5 a 12 afios: 2.5 ml cada ocho horas.

> Via de administracion: oral.

4.4.6 Contraindicaciones (9)
No debe administrarse a pacientes con hipersensibilidad conocida al ambroxol o a

cualquiera de los componentes del preparado.

4.4.7 Precauciones (9)

Este medicamento contiene sorbitol. Los pacientes con intolerancia hereditaria a la fructosa
no deben tomar este medicamento. Puede tener un ligero efecto laxante. Valor calérico 2,6
kcal/g sorbitol. Por contener parahidroxibenzoato de metilo (E-218), y parahidroxibenzoato

de propilo (E —216) puede provocar reacciones alérgicas (posiblemente retardadas).
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V. DISENO METODOLOGICO

5.1. Tipo de Estudio:
El estudio es de tipo experimental y de laboratorio; ya que se realizaron pruebas de
laboratorios donde se manipulan y controlan cada una de las variables de estudio. El tipo de

validacién es prospectiva.

5.2. Poblacién:
La poblacién en estudio son los frascos obtenidos en el lote de produccion “X™ de jarabe
Ambroxol Clorhidrato de concentraciéon 15 mg/ 5 mL, producidos en el Laboratorio

Mauricio Diaz Miiller.

5.3. Muestra:

Se tomaron 10 frascos de Ambroxol Clorhidrato jarabe 15 mg/ SmL del lote No. “X”

5.4. Alcance:
Cuantificacion de Ambroxol Clorhidrato jarabe 15 mg/ SmL por espectrofotometria UV-

VIS a una longitud de onda de 310 nm.

5.5. Variables de estudio:
o Selectividad

o Linealidad y Rango

o Precision

o Exactitud

o Robustez

o Estabilidad de la solucion analitica

5.6. Tipos de variables:

Las variables de estudio son de tipo cuantitativas.

73
Universidad Nacional Auténoma de Nicaragua
UNAN - Leo6n



Validacién de un método analitico para la cuantificacién de Ambroxol Clorhidrato en
Jarabe 15 mg/ 5 mL por la técnica espectrofotométrica UV-VIS

5.7. Plan de analisis:

Para el procesamiento de los datos obtenidos en la investigacion, se evaluaron las variables
de estudio mediante indicadores establecidos que permiten dar respuesta al planteamiento
del problema. La estrategia de andlisis de los datos, se realiza mediante un andlisis
univariado (evaluando las caracteristicas de cada variable de manera independiente),
haciendo uso de datos estadisticos como: medidas de tendencia central, medidas de
dispersion, regresion lineal, entre otros. El tratamiento estadistico de los datos se lleva a

cabo mediante la utilizacién del programa estadistico Office Excel 2010.

Los resultados se presentan mediante tablas estadisticas y graficos elaborados en el
programa estadistico Office Excel 2010. Las tablas contienen notas explicativas para
identificar la variable de estudio y los gréficos son seleccionados segun la naturaleza de la

variable e inducen a conclusiones iguales a la que los datos demuestran.

5.8. Verificacion de balanzas

La verificacion de la balanza, se realiza bajo un procedimiento establecido en el
Laboratorio de Control de Calidad de Medicamentos, en el cual se calcula el promedio y la
desviacion estiandar de los resultados obtenidos y éstas deben estar dentro de las

especificaciones establecidas.

Especificaciones:
Media: (49.9998 g - 50.0003 g).
Desviacién: (0.0000 g - 0.0005 g).
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5.9. Materiales y equipos:

A continuacion, se detallan los materiales y equipos utilizados en la validacién del método

analitico para la cuantificacion de Ambroxol clorhidrato jarabe:

Balanza analitica

Marca: A&D, Modelo: GH-120
No. Serie: ds102356
Capacidad: Max. 120 g. Min: 0.0001g.

Desviacién 0.1 mg.

Balones aforados

Balones de 50 mL, 100 mL, 1000 mL, Marca:
Pyrex, Clase A.

Beaker

Capacidad: 250 mL, Marca: KIMAX, Clase A.

Campana extractora de gases

Marca: LABCONCO

Destilador

Marca: fistreem, Modelo: Branstead

Espatula

Material: acero inoxidable.

Espectrofotometro UV-VIS

Marca: VARIAN, Modelo: Cary 50
E1008023238
OACN 004559540

Material de paso éptico

Marca: VARIAN

Celda de cuarzo rectangular de 1 cm.

Papel de aluminio

Marca: Link, para pesar reactivos.

Pera de succion

Marca: FISHERBRAND

Capacidad: 2 mL. Marca: KIMBE USA. Clase A.

Pipetas Capacidad: 3 mL, 4 mL, 5 mL, 6 mL, y 10 mL,
Marca: FISHER Brand. Clase A.
Probeta Capacidad: 50 mL, Marca PYREX USA.

Ultrasonic cleaner

Marca: Brasonic, Modelo: B3-R.
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5.10. Reactivos y patrones:

Liquido incoloro y con vapores. Olor
irritante, caracteristico de acido
Acido Clorhidrico.
Reactivo HCl
Clorhidrico D: 1.18 g/ mL.
PM: 36.5 g/ mol.
Normalidad: 12.1 N
Agua Destilada | Liquido incoloro e inodoro H>O
Polvo blanco
Lote: AMBO 241112
Ambroxol Estandar | Fecha de fabricacion 11/12
Ci13H18Br2N20O.HCI
Clorhidrato secundario | Fecha de expiracion: 10/18
Pureza: 99.6 %
Proveedor: FISCHER + KORICTH
Sélido blanco delicuescente.
Hidréxido de
Reactivo | PM: 40 g/ mol. NaOH
sodio
Pureza: 98.2 %.
Liquido incoloro
Peréxido de Pureza: 3 % p/v
Reactivo H20O2
hidrégeno Lote: 16D001
Fecha de expiracion: 04/18
Placebo de Liquido incoloro -
Ambroxol Placebo | Olor a fresa
Jarabe Lote: 210716
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5.11. Procedimiento analitico para la cuantificacion de ambroxol clorhidrato jarabe:

Técnica analitica Espectrofotometria UV-VIS

Longitud de onda (X) 310 nm

Sustancia de referencia Estdndar secundario de Ambroxol
Clorhidrato

Solucién blanco HC10.1 N

Material de paso 6ptico Celda de cuarzo 1 cm

Concentracion nominal de la muestra al 100% | 60 pg/ mL

5.11.1. Preparaciones de reactivos:
v’ Preparacion de HC1 0.1 N (Blanco): Medir 8.3 mL de 4cido clorhidrico concentrado
(12.1 N), llevar a un balén de 1000 mL, que contenga 500 mL de agua destilada y

luego aforar a volumen con agua destilada.

v’ Preparacion de HCI 0.08 N: Medir 0.66 mL de 4cido clorhidrico concentrado (12.1
N), llevar a un balén de 100 mL, que contenga 50 mL de agua destilada y luego

aforar a volumen con agua destilada.

v' Preparacién de HCI 0. 12 N: Medir 0.99 mL de 4cido clorhidrico concentrado (12.1
N), llevar a un balén de 100 mL, que contenga 50 mL de agua destilada y luego

aforar a volumen con agua destilada.

v Preparacion de HCI IN: Medir 8.3 mL de 4cido clorhidrico concentrado (12.1 N),
llevar a un balén de 100 mL, que contenga 50 mL de agua destilada y luego aforar a

volumen con agua destilada.

v’ Preparacion de NaOH IN: Pesar 4.07 g de hidr6xido de sodio (98.2%) y llevar a un
balén de 100 mL, disolver en una pequefia cantidad de agua destilada y luego aforar

hasta volumen para obtener una solucién de concentracién 1 N.
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5.11.2 Preparacion de la curva de calibracion:

Pesar exactamente el equivalente a 30 mg de estdndar secundario de Ambroxol Clorhidrato,
transferir a un balén de 50 mL, adicionar 10 mL de HCI 0.1 N, disolver por medio de
agitacion ultrasénica durante 5 minutos, enfriar y aforar a volumen con HC1 0.1 N. Tomar
alicuotas separadas de 3, 4, 5, 6, y 7 mL respectivamente y diluir con HCI 0.1 N en balones
de 50 mL para obtener las siguientes concentraciones: 36 ug/ mL, 48 ug/ mL, 60 pg/ mL,
72 ng/ mL, y 84 ug/ mL. Leer por triplicado en la regién ultravioleta a 310 nm, usando HCI

0.1 N como blanco. La concentracion final de esta solucién es de 60 pg/ mL.

Alicuota Concentracion

3mL 36 ug/ mL
4 mL 48 ug/ mL
5 mL 60 ug/ mL
6 mL 72 ug/ mL
7 mL 84 ng/ mL

5.11.3 Preparacion de la soluciéon muestra de Ambroxol Clorhidrato Jarabe:
Solucion I: Tomar una alicuota de 5 mL de muestra (jarabe) equivalente a 15 mg de
Ambroxol Clorhidrato, transferir a un balén de 50 mL, mezclar y aforar a volumen con HCI

0.1 N.

Solucion 2: Tomar una alicuota de 10 mL de la solucién 1, transferir a un balén de 50 mL y
mezclar y aforar a volumen con HCI 0.1N. La concentracion final de esta solucién es de 60

pg/ mL.

Leer por triplicado en la regién ultravioleta a una longitud de onda de 310 nm usando HCl

0.1N como blanco.

Calcular el porcentaje recuperado de Ambroxol Clorhidrato en la muestra tomada, por la
férmula:
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°/R=%X100
0 C,

Donde:
C. = Concentracion encontrada

C; = Concentracion tedrica.

5.12. Procedimiento experimental para determinar los parametros de la validacion:
5.12.1. Idoneidad del sistema.

5.12.1.1. Procedimiento:
Preparar tres soluciones estdndares a la concentracién nominal (60 pg/ mL), leerlas por
triplicado a una longitud de onda de 310 nm y determinar el coeficiente de variacion de las

respuestas obtenidas.

5.12.1.1.1 Preparacion de la solucion estandar:

Solucion 1: Pesar exactamente la cantidad equivalente a 30 mg de estdndar secundario de
Ambroxol Clorhidrato, transferir a un balén de 50 mL, adicionar 10 mL de HCIl 0.1 N,
disolver por medio de agitacion ultrasénica durante 5 minutos, enfriar y aforar a volumen

con HC1 0.1 N.

Solucion 2: De la solucién 1, tomar una alicuota de 5 mL, transferir a un balén de 50 mL y

diluir a volumen con HCI 0.1 N. La concentracidn final de esta solucion es de 60 p/ mL.

5.12.1.2 Criterio de aceptacion:

Coeficiente de variacién <2%
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5.12.2. Selectividad

5.12.2.1Selectividad (identificacion del activo):

5.12.2.1.1 Procedimiento:

Preparar una solucién estindar de Ambroxol Clorhidrato a la concentracién nominal como
se indica en el acapite 5.12.1.1.1 (Solucién X).

Preparar una soluciéon muestra de Ambroxol Clorhidrato jarabe a la concentracién nominal
como se indica en el acédpite 5.11.3. (Solucién Y).

Preparar una solucién blanco como se indica en el acdpite 5.11.1 (Solucién Z).

Leer por triplicado cada una de las soluciones y comparar los espectros obtenidos en la
solucion estdndar con los espectros obtenidos en la soluciéon muestra; y los espectros

obtenidos en la solucién estdndar con los espectros obtenidos en la solucién blanco.

5.12.2.1.2 Criterios de Aceptacion:

El espectro de la solucion X (estdndar) y el espectro de la solucién Y (muestra)
Identificacion positiva.

El espectro de la solucion X (estiandar) y el espectro de la solucién Z (blanco).

Identificacion negativa.

5.12.2.2 Selectividad frente a productos de degradacion:
Preparar una solucién estandar a la concentracion nominal sin someter a estrés como se
indica en el apéndice 5.12.1.1.1 y tres soluciones estdndares independientes sometidas a
diferentes condiciones de estrés como son:

v Hidrdlisis alcalina

v' Hidrélisis dcida

v" Oxidacién
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5.12.2.2.1 Hidrdlisis alcalina:

Solucién 1: Pesar exactamente la cantidad equivalente a 30 mg de estdndar secundario de
Ambroxol Clorhidrato, transferir a un balén de 50 mL, adicionar 10 mL de NaOH 1IN y
agitar manualmente por 30 segundos. Almacenar esta solucion durante 2 horas a
temperatura ambiente de trabajo. Trascurrido el tiempo de almacenamiento, adicionar 20
mL de HC1 0.1 N y disolver por medio de agitacién ultrasénica durante 5 minutos, enfriar y

aforar a volumen con HC1 0.1 N.

Solucién 2: De la solucién 1, tomar una alicuota de 5 mL, transferir a un balén de 50 mL y
aforar a volumen con HCI1 0.1 N. Leer por triplicado la solucién a una longitud de onda de

310 nm.

5.12.2.2.2 Hidrolisis acida:

Solucién 1: Pesar exactamente la cantidad equivalente a 30 mg de estdndar secundario de
Ambroxol Clorhidrato, transferir a un balén de 50 mL, adicionar 10 mL de HCI 1N y agitar
manualmente por 30 segundos. Almacenar esta solucién durante 2 horas a temperatura
ambiente de trabajo. Trascurrido el tiempo de almacenamiento, adicionar 20 mL de HC1 0.1
N y disolver por medio de agitacién ultrasénica durante 5 minutos, enfriar y aforar a

volumen con HC1 0.1 N.

Solucién 2: De la solucién 1, tomar una alicuota de 5 mL, transferir a un balén de 50 mL y
diluir a volumen con HCI 0.1 N. Leer por triplicado la solucién a una longitud de onda de

310 nm.

5.12.2.2.3 Oxidacién:

Solucién 1: Pesar exactamente la cantidad equivalente a 30 mg de estdndar secundario de
Ambroxol Clorhidrato, transferir a un balén de 50 mL, adicionar 10 mL de Per6xido de
Hidrégeno al 3% y agitar manualmente por 30 segundos. Almacenar esta solucion durante

2 horas a temperatura ambiente de trabajo.
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Trascurrido el tiempo de almacenamiento, adicionar 20 mL de HCI 0.1 N y disolver por
medio de agitacion ultrasénica durante 5 minutos, enfriar y aforar a volumen con HCI 0.1

N.

Solucién 2: De la solucién 1, tomar una alicuota de 5 mL, transferir a un balén de 50 mL y
diluir a volumen con HCI 0.1 N. Leer por triplicado la solucién a una longitud de onda de

310 nm.

5.12.2.2.4 Criterio de Aceptacion:

Comparar los espectros obtenidos de la solucién estdndar sin someter a estrés con los
espectros obtenidos de las soluciones estindares sometidas a estrés quimico y evaluar si el
grado de respuesta del método analitico es uUnicamente proporcionado por el analito de
interés sin interferencias de picos adyacentes sobre la banda de elucién principal del pico de

Ambroxol Clorhidrato.

5.12.3 Linealidad y Rango:

5.12.3.1Linealidad del sistema:

Para la determinacién experimental de la linealidad del sistema se preparan 5 soluciones a
distintos niveles de concentracién diferentes, las cuales se analizan por triplicado, (k=5, n°
de réplicas=3), obteniéndose un total de 15 determinaciones (n= 15). Las concentraciones
se encuentran dentro del intervalo establecido de 60 — 140 % de la concentracién prevista

de trabajo.

5.12.3.1.1 Procedimiento:

5.12.3.1.1.1 Preparacion de la solucién madre:
Pesar exactamente la cantidad equivalente a 30 mg de estdndar secundario de Ambroxol

Clorhidrato, transferir a un balén de 50 mL, adicionar 10 mL de HCI 0.1 N, disolver por
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medio de agitacion ultrasénica durante 5 minutos, enfriar y aforar a volumen con HCI 0.1

N.

5.12.3.1.1.2 Preparacion de las soluciones a los distintos niveles de concentracion:

» Preparacion de la solucion al 60 % de concentracion:
De la solucién madre, tomar una alicuota de 3 mL, llevar a un balén de 50 mL y aforar a

volumen con HCI 0.1 N. La concentracién final de esta solucion es de 36 pg/ mL.

» Preparacion de la solucion al 80 % de concentracion:
De la solucién madre, tomar una alicuota de 4 mL, llevar a un balén de 50 mL y aforar a

volumen con HCI 0.1 N. La concentracién final de esta solucion es de 48 pg/ mL.

» Preparacién de la solucion al 100 % de concentracion:
De la solucién madre, tomar una alicuota de 5 mL, llevar a un balén de 50 mL y aforar a

volumen con HCI 0.1 N. La concentracién final de esta solucion es de 60 pg/ mL.

» Preparacion de la solucion al 120 % de concentracion:
De la solucién madre, tomar una alicuota de 6 mL, llevar a un balén de 50 mL y aforar a

volumen con HCI 0.1 N. La concentracién final de esta solucion es de 72 pg/ mL.

» Preparacion de la solucion al 140 % de concentracion:
De la solucién madre, tomar una alicuota de 7 mL, llevar a un balén de 50 mL y aforar a

volumen con HCI 0.1 N. La concentracién final de esta solucion es de 84 pg/ mL.

Leer por triplicado cada una de las soluciones a los distintos niveles de concentracién a una
longitud de onda de 310 nm, comenzando desde la solucién de menor concentracién hasta

la de mayor concentracion.
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5.12.3.1.1.3 Criterios de Aceptacion

Coeficiente de variacion <2%
Coeficiente de correlacion (r) >0.999
Coeficiente de determinacién (%) >0.998

Intervalo de confianza para el intercepto | El intervalo debe incluir el valor de cero

Intervalo de confianza para la pendiente | El intervalo no debe incluir el valor de cero
Flexp > Fltabla (467)
F26xp < Fotabla (371)

Analisis de varianza ANOVA

Test de Cochran Gexp < Grabla (0.68)
Prueba t para la pendiente texp > trabla (2.1604)
Prueba t para el intercepto texp < trabla (2.1604)

La distribuciéon de los puntos debe ser
Grifico de residuales aleatoria y no debe reflejar ninguna

tendencia

5.12.3.2 Linealidad del método:

Para la determinacion experimental de la linealidad del método se trabaja con el producto
terminado de Ambroxol Clorhidrato jarabe 15 mg/ 5 mL. Se preparan 5 soluciones a
distintos niveles de concentracién las cuales se analizan por triplicado, (k=5, n’ de
réplicas=3), obteniéndose un total de 15 determinaciones (n=15). Las concentraciones se
encuentran dentro del intervalo establecido de 60 - 140% de la concentracion prevista de

trabajo.
5.12.3.2.1 Procedimiento:
5.12.3.2.1.1 Preparacion de la solucién madre:

Medir exactamente la cantidad de 5 mL del jarabe equivalente a 15 mg de Ambroxol

Clorhidrato, transferir a un balén de 50 mL y aforar a volumen con HC1 0.1N.
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5.12.3.2.1.2 Preparacion de las muestras a diferentes niveles de concentracion:

» Nivel 1: De la solucién madre, tomar una alicuota de 6 mL y transferir a un balén
de 50 mL, aforar hasta volumen con HCl 0.1 N. La concentracién final de la

solucién es de 36 ug/ mL equivalente al 60 % de nuestra concentracién nominal.

» Nivel 2: De la soluciéon madre, tomar una alicuota de 8 mL y transferir a un balén
de 50 mL, aforar hasta volumen con HCl 0.1 N. La concentracién final de la

solucion es de 48 pg/ mL equivalente al 80 % de nuestra concentracién nominal.

» Nivel 3: De la solucién madre, tomar una alicuota de 10 mL y transferir a un balén
de 50 mL, aforar hasta volumen con HCIl 0.1 N. La concentracién final de la

solucion es de 60 pg/ mL equivalente al 100 % de nuestra concentracién nominal.

» Nivel 4: De la solucién madre, tomar una alicuota de 12 mL y transferir a un balén
de 50 mL, aforar hasta volumen con HCIl 0.1 N. La concentracién final de la

solucion es de 72 pug/ mL equivalente al 120 % de nuestra concentracién nominal.

» Nivel 5: De la solucién madre, tomar una alicuota de 14 mL y transferir a un balén
de 50 mL, aforar hasta volumen con HCIl 0.1 N. La concentracién final de la

solucién es de 84 g/ mL equivalente al 140 % de nuestra concentracién nominal.
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5.12.3.2.1.3 Criterios de Aceptacion:

Coeficiente de variacion <3%
Coeficiente de correlacion (r) >0.999
Coeficiente de determinacién (%) >0.998

Intervalo de confianza para el intercepto | El intervalo debe incluir el valor de cero

Intervalo de confianza para la pendiente | El intervalo no debe incluir el valor de cero
Flexp > Fltabla (467)
FZexp < Fotabla (371)

Analisis de varianza ANOVA

Test de Cochran Gexp < Grabla (0.68)
Prueba t para la pendiente texp > trabla (2.1604)
Prueba t para el intercepto texp < trabla (2.1604)

La distribuciéon de los puntos debe ser
Grifico de residuales aleatoria y no debe reflejar ninguna

tendencia

5.12.4 Precision

5.12.4.1 Repetibilidad del sistema instrumental
El ensayo de repetibilidad instrumental se realiza efectuando una serie de andlisis sobre una
misma muestra (la cual estd a la concentracién principal o concentracion de trabajo, 60

ug/mL), en las mismas condiciones operativas establecidas.

5.12.4.1.1 Procedimiento:
Preparar una solucidn estdndar a la concentraciéon nominal (60 pg/ mL) como se indica en

el apéndice 5.10.1.1.1 y efectuar 10 veces la lectura a una longitud de onda de 310 nm.
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5.12.4.1.2 Criterio de Aceptacion:

Coeficiente de variacién <2%

5.12.4.2 Repetibilidad del método:
Para realizar este estudio se analizan un minimo de tres muestras a tres niveles de
concentracion diferentes (60%, 100% y 140%, cubriendo el intervalo especificado (un total

de 9 muestras).

5.12.4.2.1 Procedimiento:

5.12.4.2.1.1. Preparacion de la solucién madre:
Medir exactamente la cantidad de 5 mL del jarabe equivalente a 15 mg de Ambroxol

Clorhidrato, transferir a un balén de 50 mL y aforar a volumen con HC1 0.1N.

5.12.4.2.1.2 Preparacion de las muestras a diferentes niveles de concentracion:
» Nivel 1: De la soluciéon madre, tomar una alicuota de 6 mL y transferir a un balén
de 50 mL, aforar hasta volumen con HCIl 0.1 N. La concentracién final de la

solucion es de 36 pg/ mL equivalente al 60 % de nuestra concentracién nominal.

» Nivel 2: De la solucién madre, tomar una alicuota de 10 mL y transferir a un balén
de 50 mL, aforar hasta volumen con HCIl 0.1 N. La concentracién final de la

solucion es de 60 pg/ mL equivalente al 100 % de nuestra concentracion nominal.

» Nivel 3: De la solucién madre, tomar una alicuota de 14 mL y transferir a un balén
de 50 mL, aforar hasta volumen con HCIl 0.1 N. La concentracién final de la

solucién es de 84 g/ mL equivalente al 140 % de nuestra concentracién nominal.

Realizar lecturas de cada una de las soluciones de los distintos niveles de concentracidn por

triplicado y calcular:
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» Coeficiente de variacion del % recuperado.

A\

Intervalo de confianza del % recuperado de los resultados individuales.
» Intervalo de confianza del % recuperado de los resultados promedios por nivel de

concentracion.

5.12.4.2.1.3 Criterios de Aceptacion:

Coeficiente de variacion < 2%
Intervalo de confianza resultados El resultado individual debe estar dentro del
individuales intervalo de confianza calculado.
Intervalos de confianza resultados El resultado promedio debe estar dentro del
promedios intervalo de confianza calculados

5.12.4.3 Precision intermedia del sistema:
Para evaluar la precision intermedia del sistema se efectuard una serie de andlisis sobre la
misma muestra a la concentracién nominal pero en diferentes condiciones de operacion

(diferentes dias y distintos analistas).

5.12.4.3.1 Procedimiento:
Cada analista prepara tres soluciones estdndares independientes a la concentracién nominal

como se indica en el apéndice 5.12.1.1.1 durante un periodo de tiempo de tres dias.

Leer cada solucion por triplicado a una longitud de onda de 310 nm y determinar el

coeficiente de variacion por analista y por dia.

5.12.4.3.2 Criterios de aceptacion:

Coeficiente de variacién por dia y analista <2%

Coeficiente de variacion global <3%
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5.12.4.4 Precision intermedia del método:
Para evaluar la precision intermedia del método se efectuard una serie de andlisis sobre la
misma muestra (Jarabe) a la concentracién nominal pero en diferentes condiciones de

operacion (diferentes dias y distintos analistas).

5.12.4.4.1 Procedimiento:
Cada analista prepara tres soluciones muestras independientes a la concentracién nominal

como se indica en el apéndice 5.11.3 durante un periodo de tiempo de tres dias.

Leer cada solucién por triplicado a una longitud de onda de 310 nm y determinar el

coeficiente de variacion por analista y por dia.

5.12.4.4.2 Criterios de aceptacion:

Coeficiente de variacion por dia y analista 2 %

3 %

AN

AN

Coeficiente de variacion global

5.12.5 Exactitud:

5.12.5.1 Procedimiento:

La exactitud se determina mediante la aplicacion del método del placebo cargado. Se
prepara una solucién placebo de la muestra problema que contiene todos los ingredientes
excepto el analito a determinar y sobre dicha solucién placebo se afiaden cantidades

conocidas del analito patrén a 3 niveles de concentracidn, los cuales estdn dentro del rango

a estudiar (60% - 100% - 140%).

5.12.5.1.1 Preparacién de la solucién madre de estandar
Pesar exactamente la cantidad equivalente a 30 mg de estdndar secundario de Ambroxol

Clorhidrato, transferir a un balén de 50 mL, adicionar 10 mL de HCI 0.1 N, disolver por
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medio de agitacion ultrasénica durante 5 minutos, enfriar y aforar a volumen con HCI 0.1

N.

5.12.5.1.2 Preparacion de una solucion madre de placebo:
Tomar una alicuota de 5 mL de placebo, transferir a un balén de 50 mL, mezclar y aforar a

volumen con HC1 0.1 N.

5.12.5.1.3 Preparacion de las soluciones a distintas concentraciones:

» Preparacion de la solucion al 60 % de concentracion:
En un balén de 50 mL, mezclar 10 mL de la solucién madre de placebo y 3 mL de la
solucién madre de estandar, aforar a volumen con HCI 0.1 N. La concentracién final de esta

solucién es de 36 pg/ mL.

» Preparacién de la solucion al 100 % de concentracion:
En un balén de 50 mL, mezclar 10 mL de la solucién madre de placebo y 5 mL de la
solucién madre de estandar, aforar a volumen con HCI 0.1 N. La concentracién final de esta

solucién es de 60 pg/ mL.

» Preparacion de la solucién al 140 % de concentracion:
En un balén de 50 mL, mezclar 10 mL de la solucién madre de placebo y 7 mL de la
solucion madre de estandar, aforar a volumen con HCI 0.1 N. La concentracion final de esta

solucién es de 84 pug/ mL.

Leer por triplicado cada una las soluciones a los distintos niveles de concentracién a una

longitud de onda de 310 nm y utilizando como blanco HC1 0.1 N.

Procesar los datos obtenidos y determinar el porcentaje de recuperacion y el coeficiente de
variacion del factor respuesta. Y para determinar si el factor concentracion tiene alguna

influencia en los resultados calcular el test de Cochran y el test de Student.
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5.12.5.1.4 Criterios de aceptacion:

Porcentaje recuperado 97% - 103%
Coeficiente de variacion <2 %
Test Cochran Gexp < Gravla (0,87)
Test de Student Texp < Tranla (2,306)
5.12.6 Robustez

La determinaciéon de la robustez se lleva a cabo mediante la realizacién de pequefios
cambios en las condiciones nominales del método analitico. Realizar un disefio factorial
completo de ocho experimentos (2°) para evaluar la influencia de 3 factores. Se crea una
matriz del andlisis factorial en donde se detallan las condiciones en las cuales se llevan a

cabo los ensayos.

1 - - - + + + -
2 + - - - - + +
3 - + - - + - +
4 + + - + - - -
5 - - + + - - +
6 + - + - + - -
7 - + + - - + -
8 + + + + + + +

Los factores que se varian para determinar la robustez del método analitico para la
cuantificacion de Ambroxol Clorhidrato son:
¢ Factor A: La celda del espectrofotometro: Marca A y Marca B.

+* Factor B: Concentracion del medio de disolucién: + 0.02 N.

¢ Factor C: La longitud de onda: + 0.2 nm
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- "A” 0.08 N 308 nm.
+ "B” 0.12N 312 nm.

5.12.6.1 Procedimiento:

5.12.6.1.1 Preparacion de una solucion estandar con HCI 0.08 N:

Pesar exactamente la cantidad equivalente a 30 mg de estdndar secundario de Ambroxol
Clorhidrato, transferir a un balén de 50 mL y disolver con 10 mL de HCI al 0.08 N, por
medio de agitacion ultrasénica durante 5 minutos, enfriar y aforar a volumen con HCI1 0.08
N. Tomar una alicuota de 10 mL y transferir a un balén de 50 mL, aforar a volumen con

HCl10.08 N.

5.12.6.1.2 Preparacion de la solucion estandar con HCI 0.12 N:

Pesar exactamente la cantidad equivalente a 30 mg de estdndar secundario de Ambroxol
Clorhidrato, transferir a un balén de 50 mL y disolver con 10 mL de HCI al 0.12 N, por
medio de agitacion ultrasénica durante 5 minutos, enfriar y aforar a volumen con HCI1 0.12
N. Tomar una alicuota de 10 mL y transferir a un balén de 50 mL, aforar a volumen con

HCI0.12 N.

5.12.6.1.3 Ejecucion del diseio factorial:

¢ Leer por triplicado la solucion estandar preparada con HC1 0.08 N a la longitud de onda
de 308nm y 312 nm, usando dos celdas diferentes (A y B). Utilizar HCI 0.08 N como
blanco.

+¢ Leer por triplicado la solucion estandar preparada con HC1 0.12 N a la longitud de onda
de 308 y 312 nm, usando dos celdas diferentes (A y B). Utilizar HC1 0.12 N como

blanco.

A continuacion, se presenta en tabla los ensayos a realizar:
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1 A 0.08 N 308 nm
2 B 0.08 N 308 nm
3 A 0.12N 308 nm
4 B 0.12N 308 nm
5 A 0.08 N 312 nm
6 B 0.08 N 312 nm
7 A 0.12N 312 nm
8 B 0.12N 312 nm

(2 =9 <o~ M)
S\ TN
R ».‘ ,,
RYEK

Mediante la matriz resultante del andlisis factorial para este caso, se puede establecer la

influencia de tres factores A, B y C asi como de sus interacciones dos a dos. La interaccién

de los tres conjuntamente también puede ser tenida en cuenta.

Al terminar de realizar los ocho ensayos, se obtendran ocho resultados para contenido en

principio activo: R1, R2, R3, R4, RS, R6, R7 y R8. Una vez obtenidos los resultados el

siguiente paso es realizar la evaluacidn estadistica que evidencie cudl de los factores, o que

interaccion entre ellos tiene una influencia significativa.

5.12.6.1.3.1 Influencia de cada factor:

Calcular la influencia de cada factor mediante la siguiente férmula:

Calcular la influencia de cada factor mediante la siguiente férmula:

Influencia del factor A: A=1/4(-R1+R2-R3+R4-R5+R6-R7+R8)
Influencia del factor B: B=1/4(-R1-R2+R3+R4-R5-R6+R7+R8)
Influencia del factor C: C=1/4(-R1-R2-R3-R4+R5+R6+R7+R8)

La influencia sobre el parametro de la interaccion entre el factor A y B sera:

AB=1/4(+R1-R2-R3+R4+R5-R6-R7+R8)
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AC=1/4(+R1-R2+R3-R4-R5+R6-R7+R8)
BC=1/4(+R14R2-R3-R4-R5-R6+R7+R8)
ABC=1/4(-R14R2+R3-R44+R5-R6-R7+R8)

Calcular los efectos principales y las interacciones entre los distintos factores.

5.12.6.2 Criterios de aceptacion:
La influencia de cada factor y de sus interacciones no supera el limite inferior y superior a

dos desviaciones estandares

5.12.7 Estabilidad de las soluciones analitica:
Para evaluar la estabilidad de las soluciones analiticas (estindar y muestra), se prepara una
solucion estandar y una solucién muestra a la concentracion nominal; se almacenan durante

un cierto periodo determinado y se determina el % de recuperacion.

5.12.7.1 Procedimiento:

5.12.7.1.1 Preparacion de la solucién estandar:

Solucién 1: Pesar exactamente la cantidad equivalente a 30 mg de estdndar secundario de
Ambroxol Clorhidrato, transferir a un balén de 50 mL, adicionar 10 mL de HCIl 0.1 N,
disolver por medio de agitacion ultrasénica durante 5 minutos, enfriar y aforar a volumen

con HC1 0.1 N.

Solucién 2: De la solucién 1, tomar una alicuota de 10 mL, transferir a un balén de 100 mL

y diluir a volumen con HC1 0.1 N. La concentracion final de esta solucién es de 60 w/ mL.

5.12.7.1.2 Preparacion de la solucién muestra:
Solucién 1: Tomar una alicuota de 5 mL de muestra (jarabe) equivalente a 15 mg de
Ambroxol Clorhidrato, transferir a un balén de 50 mL, mezclar y aforar a volumen con HCI

0.1 N.
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Solucién 2: Tomar una alicuota de 20 mL de la solucion 1, transferir a un balén de 100 mL

y mezclar y aforar a volumen con HCI 0.1N.

Leer las soluciones por triplicado a las condiciones establecidas en el método. Esto

corresponde al tiempo inicial (tiempo 0 horas de almacenamiento).

Almacenar las soluciones analiticas a temperatura ambiente (25 °C) y leer por triplicado

segtin las condiciones del método a las 2, 4, 6, 8, 24 y 96 horas de almacenamiento.

Determinar el % de Recuperacion en cada uno de los tiempos analizados.

5.12.7.2 Criterios de aceptacion:
Las soluciones analiticas son estables en la condicién de almacenamiento evaluada si el

valor del porcentaje recuperado de la muestra se encuentra dentro del rango + 1 % del %

recuperado inicial (tiempo O horas).
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VI. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

6.1. IDONEIDAD DEL SISTEMA

Tabla No. 1: Resultados de idoneidad del sistema para Ambroxol Clorhidrato

Se obtuvieron los siguientes resultados en la determinacién de la idoneidad del sistema para

la cuantificacion de Ambroxol Clorhidrato:

0,4201
0,4206
0,4208
0,4204
0,4216
0,4210
0,4214
0,4209

[\®)
WD = WD [ [ [N |

0,4212

Analisis de Resultados: En la evaluacion de la Idoneidad del sistema para la cuantificacién
de Ambroxol Clorhidrato, se obtuvo un coeficiente de variacién de las absorbancias
obtenidas menor al 1% (CV = 0.1136%), por tanto, las condiciones del sistema
espectrofotométrico utilizadas son idoneas para llevar a cabo la cuantificacién de Ambroxol

Clorhidrato en jarabe.
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6.2. SELECTIVIDAD

6.2.1. SELECTIVIDAD PARA LA IDENTIFICACION DEL ACTIVO

Para la identificacién del activo de Ambroxol Clorhidrato, se procedié a comparar los
espectros obtenidos de las soluciones preparadas (blanco, estindar y muestra). Los

resultados se muestran a continuacion:

Figura 1: Espectros obtenidos en la Selectividad Identificacion del Activo:

200 400 600 800
Long. Onda (nm)

Analisis de Resultados: Como se puede apreciar en la Figura 1, se obtuvo una
identificacién negativa cuando se compara el espectro obtenido del blanco con el espectro
del estandar de Ambroxol Clorhidrato y una identificacion positiva cuando se compara el
espectro del estindar de Ambroxol Clorhidrato con el espectro de la muestra. Por otro lado
se puede apreciar que el placebo no absorbe a la longitud de onda establecida para la
cuantificacion de Ambroxol Clorhidrato. Por tanto, el método es selectivo para la

identificacion del activo en Jarabe de Ambroxol Clorhidrato.

6.2.2. SELECTIVIDAD FRENTE A PRODUCTOS DE DEGRADACION
Al evaluar la selectividad frente a productos de degradacidn, se obtuvieron los siguientes
resultados al someter a diferentes condiciones de estrés al estindar de Ambroxol

Clorhidrato:
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Figura 2: Espectros obtenidos en la Selectividad frente a productos de degradacion:

200 400 600 800
Long. Onda (nm)
Analisis de Resultados: Al someter el estindar de Ambroxol Clorhidrato a degradacion, se

producen sefales inequivocas de la presencia de Ambroxol Clorhidrato y no existen

interferencias de otras sustancias que pueden estar presente en la muestra degradada. Por

tanto, el método es selectivo frente a productos de degradacion.

6.3. LINEALIDAD

6.3.1 Linealidad del Sistema

En la determinacion experimental de la linealidad del sistema se obtuvieron los siguientes

resultados:
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Tabla No. 2: Calculos para la ecuacion de la recta:

Tabla No. 3: Resultados del analisis de regresion lineal del Sistema:

35,97 0,2509| 9,02487 |1293,8409| 0,0630 0,0070
35,97 0,2511| 9,03207 |1293,8409 | 0,0631 0,0070
35,97 0,2510| 9,02847 |1293,8409| 0,0630 0,0070
47,96 0,3323| 15,93711 |2300,1616| 0,1104 0,0069
47,96 0,3323| 15,93711 |2300,1616| 0,1104 0,0069
47,96 0,3318 | 1591313 |2300,1616| 0,1101 0,0069
59,96 0,4225| 25,33310 |3595,2016| 0,1785 0,0070
59,96 0,4232| 25,37507 |3595,2016| 0,1791 0,0071
59,96 0,4175| 25,03330 |3595,2016| 0,1743 0,0070
71,95 0,5015| 36,08293 |5176,8025| 0,2515 0,0070
71,95 0,5016| 36,09012 |5176,8025| 0,2516 0,0070
71,95 0,5012| 36,06134 |5176,8025| 0,2512 0,0070
83,94 0,5828 | 48,92023 | 7045,9236 | 0,3397 0,0069
83,94 0,5843 | 49,04614 |7045,9236| 0,3414 0,0070
83,94 0,5914 | 49,64212 | 7045,9236 | 0,3498 0,0070

Coeficiente de correlacion mdltiple 0,9998
Coeficiente de determinacion R*2 0,9995
RA2 ajustado 0,9995
Error tipico 0,0028
Observaciones 15
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Grafico N°1: Curva de regresion lineal Ambroxol HCI

LINEALIDAD DEL SISTEMA AMBROXOL HCL
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0.3
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0
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Concentracién pg/mL

90.00

Tabla No. 4: Resultados para la determinacion del Test de Cochran.

35,97 0,2509 | 0,0070

35,97 0,2511 | 0,0070 | 0,0070 | 2,78009 7,72893
35,97 0,2510 | 0,0070 E-06 E-12
47,96 0,3323 | 0,0069
47,96 0,3323 | 0,0069 | 0,0069 | 6,01908 3,62293
47,96 0,3318 | 0,0069 E-06 E-11
59,96 0,4225 | 0,0070
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59,96 0,4232 | 0,0071 | 0,0070 | 5,18444 2,68784 2’;?3911 0,5222
59,96 0,4175 | 0,0070 E-05 E-09
71,95 0,5015 | 0,0070
71,95 0,5016 | 0,0070 | 0,0070 | 2,89321 8,37068
71,95 0,5012 | 0,0070 E-06 E-12
83,94 0,5828 | 0,0069
83,94 0,5843 | 0,0070 | 0,0070 | 5,47276 2,99511
83,94 0,5914 | 0,0070 E-05 E-09
100
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Tabla No. 5: Analisis de los residuales:

1 0,2504 0,0005

2 0,2504 0,0007 0,0006
3 0,2504 0,0006

4 0,3344 -0,0021

5 0,3344 -0,0021 -0,0022
6 0,3344 -0,0026

7 0,4184 0,0041

8 0,4184 0,0048 0,0027
9 0,4184 -0,0009

10 0,5023 -0,0008

11 0,5023 -0,0007 -0,0009
12 0,5023 -0,0011

13 0,5863 -0,0035

14 0,5863 -0,0020 -0,0001
15 0,5863 0,0051

Grafico N°2: Analisis de los residuales para Ambroxol HCI (Linealidad Sistema)

GRAFICO DE RESIDUALES

Residuos
o

Observaciones

Tabla No. 6: Analisis de varianza.

0,21149595
13 0,0001 ]0,00000783
14 0,2116

27001,0633 | 5,9158E-23
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-0,00139436 0,00265474 -0,5252 0,60826323 | -0,00712956 | 0,00434085
0,00700104 4,2606E-05 164,32 5,9158E-23 | 0,00690899 | 0,00709308
Tabla No. 7: ANOVA

0,21150 | 27001,0633
13 0,0001 0,00001
3 0,0000 0,00001 2,1584 3,71
10 0,0001 0,00001 |0,789067463
14 0,2116 0,01511

Tabla No. 8: Resumen Linealidad del Sistema:

Coeficiente de variacién < 2% 0.6176 %

Coeficiente de correlacion (r) >0.999 r=0.9998
Coeficiente de determinacién (%) >(0.998 r* =0.9995
Test de Cochran Gexp < Grabla (0.68) 0.5222

Intervalo de confianza para el

intercepto

El intervalo debe incluir

Intercepto =-0.00139436

el valor de cero

(-0.00712956 a 0.00434085)

Intervalo de confianza para la

El intervalo no debe

Pendiente = 0.00700104

pendiente incluir el valor de cero | (0.00690899 a 0.00709308)
Prueba t para la pendiente texp > trabla (2.1604) 164.32
Prueba t para el intercepto texp < ttabla (2.1604) -0.5252
Analisis de varianza ANOVA Fiexp> Fitavia (4.67) 27001.06
Foexp < Fatabta (3.71) 2.1584

Gréfico de residuales

La distribucion de los
puntos debe ser aleatoria
y no debe reflejar ninguna

tendencia

La distribucion de los
puntos es aleatoria y no

refleja ninguna tendencia
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Validacién de un método analitico para la cuantificacién de Ambroxol Clorhidrato en
Jarabe 15 mg/ 5 mL por la técnica espectrofotométrica UV-VIS

Analisis de resultados para la linealidad del sistema:

Al realizar una curva de calibracién para la cuantificacion de Ambroxol Clorhidrato, se
obtuvo una representacion grafica lineal para el rango de concentraciones de 36 pg/mL a 84
ug/mL con un coeficiente de determinacion 12 = 0.9995 mayor a 0.998, lo que demuestra
que existe correlacion entre la concentracion y la respuesta del analito. El coeficiente de
determinacion en base al valor obtenido demuestra la alta significancia estadistica de la

relacion entre las variables x e y (absorbancia vs. concentracion).

Para verificar la linealidad, se calcul6é el CV de los factores respuesta obteniendo un valor
de 0.6176%, el cual por debajo del criterio de aceptacién establecido (CV < 2%), lo que
exhibe la poca variacion de las respuestas obtenidas; quedé establecido que la pendiente de
la recta de regresion es significativamente distinta de cero mediante la prueba t de Student
siendo el valor de t experimental mayor que el valor critico establecido para n-2 grados de
libertad (t exp =164.32, t tab = 2.1604), asi mismo se calcularon los intervalos de confianza

para la pendiente no incluyendo estos el cero (0.00690899 a 0.00709308).

La proporcionalidad entre la concentracién del analito y las absorbancias obtenidas, se
demostré mediante la aplicacion de la prueba t de Student para el intercepto de la recta. El t
experimental es menor al t de tabla, para n-2 grados de libertad, y un nivel de significancia
del 95% (t exp = -0.5252, t tab = 2.1604), por lo tanto, la variable independientemente es
significativamente distinta de cero, asi como los intervalos de confianza incluyen al cero

(-0.00712956 a 0.00434085).

Se estudié la homogeneidad de las varianzas en los datos obtenidos aplicando el test de
Cochran, donde G calculado es de 0.5222 y es menor al Gtab (a=0.05, k=5, n=3) = 0.68,
demostrando asi que el factor concentraciéon no tiene influencia significativa en la

variabilidad de los resultados.
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Jarabe 15 mg/ 5 mL por la técnica espectrofotométrica UV-VIS , dy

En la representacion grifica de los residuales, la distribucién de los puntos no refleja
ninguna tendencia, lo que indica que los supuestos del modelo de regresién lineal se

cumplen.

Mediante el andlisis de varianza (ANOVA) se comprobé que Flexp > Fltablas (F1 exp =
27001.06; F1 tab = 4.67) lo que demuestra la existencia de una pendiente distinta de cero y
a su vez F2exp < F2tablas (F2 exp = 2.1584; F2 tab = 3.71), reflejando la linealidad entre

los resultados obtenidos.

6.3.2 Linealidad del método
Para la determinacién experimental de la linealidad del método se obtuvieron los resultados

presentados a continuacion:

Tabla No. 9: Calculos para la ecuacion de la recta

35,97 0,2685 9,6579 |1293,8409 | 0,0721 0,0075
35,97 0,2686 9,6615 |1293,8409 | 0,0721 0,0075
35,97 0,2682 9,6472 |1293,8409 | 0,0719 0,0075
47,96 0,3556 17,0546 |2300,1616 | 0,1265 0,0074
47,96 0,356 17,0738 |2300,1616 | 0,1267 0,0074
47,96 0,3562 17,0834 |2300,1616 | 0,1269 0,0074
59,96 0,4474 26,8261 |3595,2016| 0,2002 0,0075
59,96 0,4474 26,8261 |3595,2016 | 0,2002 0,0075
59,96 0,4513 27,0599 |3595,2016 | 0,2037 0,0075
71,95 0,5348 38,4789 |5176,8025| 0,2860 0,0074
71,95 0,5344 38,4501 |5176,8025| 0,2856 0,0074
71,95 0,5353 38,5148 |5176,8025| 0,2865 0,0074
83,94 0,6233 52,3198 |7045,9236 | 0,3885 0,0074
83,94 0,6233 52,3198 |7045,9236 | 0,3885 0,0074
83,94 0,6301 52,8906 | 7045,9236
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Jarabe 15 mg/ 5 mL por la técnica espectrofotométrica UV-VIS

Tabla No. 10: Resultados del analisis de regresion lineal del Método:

Coeficiente de correlacion multiple 0,9998
Coeficiente de determinacién R*2 0,9997
RA2 ajustado 0,9997
Error tipico 0,0022
Observaciones 15

Grafico N° 3: Curva de regresion lineal para Ambroxol HCI

LINEALIDAD DEL METODO AMBROXOL HCI
0.7
0.6
05
0.4

0.3

Absorbancia

0.2
0.1

0
0.00 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 60.00 70.00 80.00 90.00

Concentracion pg/mL

105

Universidad Nacional Auténoma de Nicaragua
UNAN - Leén



Validacién de un método analitico para la cuantificacion de Ambroxol Clorhidrato en

Jarabe 15 mg/ 5 mL por la técnica espectrofotométrica UV-VIS

Tabla No. 11: Resultados para la determinacién del Test de Cochran

35,97 0,0075
35,97 0,0075 0,0075 5,7872E-06 | 3,3492E-11
35,97 0,0075
47,96 0,0074
47,96 0,0074 0,0074 6,37E-06 4,0577E-11
47,96 0,0074
59,96 0,0075
59,96 0,0075 0,0075 3,7553E-05 | 1,4102E-09 | 2,1876E-09 | 0,5895
59,96 0,0075
71,95 0,0074
71,95 0,0074 0,0074 6,2672E-06 | 3,9278E-11
71,95 0,0074
83,94 0,0074
83,94 0,0074 0,0075 4,6771E-05 | 2,1876E-09
83,94 0,0075
Tabla No. 12: Analisis de los residuales
1 0,2681 0,0004
2 0,2681 0,0005 0,0004
3 0,2681 0,0001
4 0,3574 -0,0018
5 0,3574 -0,0014 -0,0014
6 0,3574 -0,0012
7 0,4467 0,0007
8 0,4467 0,0007 0,0020
9 0,4467 0,0046
10 0,5360 -0,0012
11 0,5360 -0,0016 -0,0012
12 0,5360 -0,0007
13 0,6253 -0,0020
14 0,6253 -0,0020 0,0003
15 0,6253 0,0048
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Grafico N° 4: Analisis de residuales para Ambroxol Clorhidrato (Linealidad Método)

Tabla No. 13: Analisis de varianza.

0,23932448 0,23932448
13 0,00006425 4,9421E-06
14 0,23938873

Intercepto | 0,00017659 | 0,00210872 | 0,08374276 | 0,93453678 | -0,0043790 | 0,0047322
Pendiente | 0,00744741 | 3,3843E-05 | 220,057349 | 1,3292E-24 | 0,00737429 | 0,00752052

48425,237 1,3292E-24

Tabla No. 14: ANOVA

0,23932
13 0,0001 0,00000
3 0,0000 0,00001 1,8090 3,71
10 0,0000 0,00000 | 0,842684247
14 0,2394 0,01710

48425,2370
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Jarabe 15 mg/ 5 mL por la técnica espectrofotométrica UV-VIS

Tabla No. 15: Resumen Linealidad del Método:

Coeficiente de variacién < 3% 0.4322 %
Coeficiente de correlacion (1) >0.999 r=0.9998
Coeficiente de determinacién (%) >(0.998 r* =0.9997
Test de Cochran Gexp < Grabla (0.68) 0.5895
Intervalo de confianza para el El intervalo debe incluir | Intercepto = 0.00017659
intercepto el valor de cero (-0.0043790 a 0.0047322)
Intervalo de confianza para la El intervalo no debe Pendiente = 0,00744741
pendiente incluir el valor de cero | (0.00737429 a 0.00752052)
Prueba t para la pendiente texp > tiabla (2.1604) 220.0573
Prueba t para el intercepto texp < trabla (2.1604) 0.08374
Analisis de varianza ANOVA Fiexp> Fitabia (4.67) 48425.2370
Faexp < Fatabla (3.71) 1.8090
Graéfico de residuales La distribucién de los La distribucion de los
puntos debe ser puntos es aleatoria y no
aleatoria y no debe refleja ninguna tendencia
reflejar ninguna
tendencia

Analisis de resultados para la linealidad del método:

Al realizar una curva de calibracion para la cuantificacion de Ambroxol Clorhidrato, se
obtuvo una representacion gréfica lineal para el rango de concentraciones de 36 ug/ mL a
84 pg/ mL con un coeficiente de determinacién r2 = 0.9997 mayor a 0.998, lo que
demuestra que existe correlacién entre la concentracién y la respuesta del analito. El
coeficiente de determinacidon en base al valor obtenido demuestra la alta significancia

estadistica de la relacion entre las variables x e y (absorbancia vs. concentracion).
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Jarabe 15 mg/ 5 mL por la técnica espectrofotométrica UV-VIS

Para verificar la linealidad, se calcul6é el CV de los factores respuesta obteniendo un valor
de 0.4322 %, el cual por debajo del criterio de aceptacion establecido (CV < 3%), lo que
exhibe la poca variacion de las respuestas obtenidas; quedé establecido que la pendiente de
la recta de regresion es significativamente distinta de cero mediante la prueba t de Student
siendo el valor de t experimental mayor que el valor critico establecido para n-2 grados de
libertad (t exp =220.05, t tab = 2.1604), asi mismo se calcularon los intervalos de confianza

para la pendiente no incluyendo estos el cero (0.00737429 a 0.00752052).

La proporcionalidad entre la concentracién del analito y las absorbancias obtenidas, se
demostré mediante la aplicacion de la prueba t de Student para el intercepto de la recta. El t
experimental es menor al t de tabla, para n-2 grados de libertad, y un nivel de significancia
del 95% (t exp = 0.08374, t tab = 2.1604), por lo tanto, la variable independientemente es
significativamente distinta de cero, asi como los intervalos de confianza incluyen al cero

(-0.0043790 a 0.0047322).

Se estudié la homogeneidad de las varianzas en los datos obtenidos aplicando el test de
Cochran, donde G calculado es de 0.5895 y es menor al Gtab (0a=0.05, k=5, n=3) = 0.68,
demostrando asi que el factor concentraciéon no tiene influencia significativa en la

variabilidad de los resultados.

En la representacion grifica de los residuales, la distribucion de los puntos no refleja
ninguna tendencia, lo que indica que los supuestos del modelo de regresién lineal se

cumplen.

Mediante el andlisis de varianza (ANOVA) se comprob6 que Flexp > Fltablas (F1 exp =
48425.2370; F1 tab = 4.67) lo que demuestra la existencia de una pendiente distinta de cero
y a su vez F2exp < F2tablas (F2 exp = 1.8090; F2 tab = 3.71), reflejando la linealidad entre

los resultados obtenidos.
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Jarabe 15 mg/ 5 mL por la técnica espectrofotométrica UV-VIS , Ay

6.4. PRECISION

Para determinar la precision se evalud la repetibilidad instrumental y la repetibilidad del
método; asi como la precision intermedia del sistema y la precision intermedia del método.

Los resultados obtenidos se muestran a continuacion:
6.4.1. Repetibilidad Instrumental

Tabla No. 16: Resultados de repetibilidad instrumental para Ambroxol Clorhidrato

1 0,4201
2 0,4207
3 0,4206
4 0,4201
5 0,4203
6 0,4198
7 0,4194
8 0,4189
9 0,4198
10 0,4194

Anadlisis de Resultados: El coeficiente de variacion calculado para la repetibilidad del
sistema instrumental es menor al 1% lo cual indica que el sistema no representa una
variabilidad significativa para la obtencion de los resultados en las condiciones descritas

por este método.
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Jarabe 15 mg/ 5 mL por la técnica espectrofotométrica UV-VIS

6.4.2. Repetibilidad del método

Tabla No. 17: Resultados de repetibilidad del método de Ambroxol Clorhidrato

0,42089 38,5466
0,2697 36 0,42089 38,4184 106,71
0,2700 36 0,42089 38,4612
0,4424 60 0,42089 63,0194 105,0323
0,4424 60 0,42089 63,0194 105,0323
0,4414 60 0,42089 62,8769 104,7948
0,6191 84 0,42089 88,1901 104,9882
0,6206 84 0,42089 88,4038 105,2426
0,6202 84 0,42089 88,3468 105,1747

Andlisis de Resultados: El coeficiente de variacién calculado para cada nivel de

concentracion es < 2 %, indicando asi que no hay variabilidad significativa a causa del

método para la obtencion de resultados. Los intervalos de confianza individual y global

estdn dentro de los intervalos calculados, por lo cual el método es preciso al repetir el

ensayo bajo las mismas condiciones operativas.
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Jarabe 15 mg/ 5 mL por la técnica espectrofotométrica UV-VIS

6.4.3.

Tabla No. 18: Absorbancias de la Precision intermedia del sistema (Dia 1):

Precision Intermedia del Sistema

0,4256 0,4153 0,42089 59,9552
1 0,4252 0,4153 0,42089 59,9552
0,4260 0,4148 0,42089 59,9552
0,4135 0,4115 0,42089 59,9552
2 0,4134 0,4119 0,42089 59,9552
0,4144 04111 0,42089 59,9552
0,4201 0,4142 0,42089 59,9552
3 0,4195 0,4146 0,42089 59,9552
0,4196 0,4153 0,42089 59,9552

Tabla No. 19: % Recuperado de la Precision intermedia del sistema (Dia 1):

60,6261 59,1589 101,12 98,67
60,5692 59,1589 101,02 98,67
60,6831 59,0877 101,21 98,55
58,9025 58,6176 98,24 97,77
58,8883 58,6746 98,22 97,86
59,0307 58,5606 98,46 97,67
59,8427 59,0022 99,81 98,41
59,7572 59,0592 99,67 98,51
59,7714 59,1589 99,69 98,67
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Tabla N°. 20: Absorbancias de la precision intermedia del sistema (Dia 2):

0,4158 0,4143 0,42089 59,9552

1 0,4155 0,4151 0,42089 59,9552

0,4158 0,4150 0,42089 59,9552

0,4175 0,4149 0,42089 59,9552

2 2 0,4178 0,4154 0,42089 59,9552
0,4167 0,4160 0,42089 59,9552

0,4154 0,4149 0,42089 59,9552

3 0,4155 0,4150 0,42089 59,9552

0,4146 0,4151 0,42089 59,9552

Tabla No. 21: % Recuperado de la precision intermedia del sistema (Dia 2):

59,2301 59,0165 98,79 98,43

1 59,1874 59,1304 98,72 98,62

59,2301 59,1162 98,79 98,60

59,4723 59,1019 99,19 98,58

2 2 59,5150 59,1732 99,27 98,70
59,3583 59,2586 99,00 98,84

59,1732 59,1019 98,70 98,58

3 59,1874 59,1162 98,72 98,60

59,0592 59,1304 98,51 98,62
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Tabla No. 22: Absorbancias de la precision intermedia del sistema (Dia 3):

0,4182 0,4149 0,42089 59,9552

1 0,4173 0,4146 0,42089 59,9552

0,4182 0,4157 0,42089 59,9552

0,4163 0,4199 0,42089 59,9552

3 2 0,4161 0,4215 0,42089 59,9552
0,4156 0,4211 0,42089 59,9552

0,4246 0,4241 0,42089 59,9552

3 0,4243 0,426 0,42089 59,9552

0,4241 0,4238 0,42089 59,9552

Tabla No. 23: % Recuperado de la precision intermedia del sistema (Dia 3):

59,5720 59,1019 99,36 98,58

1 59,4438 59,0592 99,15 98,51

59,5720 59,2159 99,36 98,77

59,3014 59,8142 98,91 99,76
3 2 59,2729 60,0421 98,86 100,14
59,2016 59,9851 98,74 100,05
60,4837 60,4125 100,88 100,76

3 60,4409 60,6831 100,81 101,21

Tabla No 24: Resultados Globales de la Precision intermedia del Sistema.

Promedio Global 99,16 %
S Global 0,9469
CV Global 0,9549 %
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Anadlisis de Resultados: Se efectué una serie de andlisis sobre la misma muestra a la
concentraciéon nominal pero en diferentes condiciones operativas (diferentes dias y distintos
analistas). Se calcul6 el CV por dia y analista, obteniéndose un valor inferior al 2 % y para
el CV global (0.9549%) un valor menor al 3% lo que indica que los resultados del método

no varian al variar las condiciones operativas del sistema.

6.4.4.Precision intermedia del método

Tabla No. 25: Absorbancias de la precision intermedia del método (Dia 1):

0,4438 0,4381 0,42089 59,9552

1 0,4422 0,4383 0,42089 59,9552

0,4435 0,4384 0,42089 59,9552

0,4452 0,4373 0,42089 59,9552

1 2 0,4443 0,4373 0,42089 59,9552
0,4452 0,4369 0,42089 59,9552

0,4429 0,4368 0,42089 59,9552

3 0,4425 0,4369 0,42089 59,9552

0,4437 0,4362 0,42089 59,9552

Tabla No. 26: % Recuperado de la precision intermedia del método (Dia 2):

63,2187 62,8768 105,36 104,79

1 62,9908 62,9765 104,98 104,96

63,1760 63,1617 105,29 105,26

63,4181 62,9480 105,69 104,91

1 2 63,2899 62,9053 105,42 104,84
63,4181 62,9623 105,69 104,93

63,0905 62,7629 105,15 104,60

3 63,0335 62,6631 105,05 104,43

63,2045 62,7059 105,34 104,50
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Tabla No. 27: Absorbancias de la precision intermedia del método (Dia 2):

0,4414 0,4496 0,42089 59,9552

1 0,4421 0,4497 0,42089 59,9552

0,4434 0,4495 0,42089 59,9552

0,4419 0,4503 0,42089 59,9552

2 2 0,4416 0,4500 0,42089 59,9552
0,4420 0,4501 0,42089 59,9552

0,4406 0,4505 0,42089 59,9552

3 0,4399 0,4513 0,42089 59,9552

0,4402 0,4505 0,42089 59,9552

Tabla No. 28: % Recuperado de la precision intermedia del método (Dia 2):

62,8768 64,0449 104,79 106,74

1 62,9765 64,0591 104,96 106,76

63,1617 64,0307 105,26 106,71

62,9480 64,1446 104,91 106,90

2 2 62,9053 64,1019 104,84 106,83
62,9623 64,1161 104,93 106,86

62,7629 64,1731 104,60 106,95

3 62,6631 64,2871 104,43 107,14

62,7059 64,1731 104,50 106,95
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Tabla No. 29: Absorbancias de la precision intermedia del método (Dia 3):

0,4422 0,4436 0,42089 59,9552
0,4423 0,4438 0,42089 59,9552
0,4422 0,4439 0,42089 59,9552
0,4461 0,4487 0,42089 59,9552
0,4465 0,4486 0,42089 59,9552
0,4465 0,4484 0,42089 59,9552
0,4494 0,4510 0,42089 59,9552
0,4500 0,4525 0,42089 59,9552
0,4500 0,4519 0,42089 59,9552

Tabla No. 30: % Recuperado de la precision intermedia del método (Dia 3):

62,9908 63,1902 104,98 105,31
63,0050 63,2187 105,00 105,36
62,9908 63,2329 104,98 105,38
63,5463 63,9167 105,91 106,52
63,6033 63,9025 106,00 106,50
63,6033 63,8740 106,00 106,45
64,0164 64,2443 106,69 107,07
64,1019 64,4580 106,83 107,43
64,1019 64,3725 106,83 107,28

Tabla No. 31: Resultados Globales de la precision intermedia del Método.

Promedio Global 105,68 %
S Global 0,9175
CV Global 0,8682 %
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Anadlisis de Resultados: Se efectué una serie de andlisis sobre la misma muestra a la
concentracion nominal pero en diferentes condiciones operativas (diferentes dias y distintos
analistas). Se calcul6 el CV por dia y analista, obteniéndose un valor inferior al 2 % y para
el CV global (0.8682%) un valor menor al 3% lo que indica que los resultados del método

no varian al variar las condiciones operativas descritas por el método.

6.5. EXACTITUD

Tabla No. 32: Resultados de la determinacion de la exactitud

1 35,97 0,25560 0,42089 36,4098 101,2140
1 2 35,97 0,25570 0,42089 36,4241 101,2536
3 35,97 0,25560 0,42089 36,4098 101,2140
1 59,96 0,41000 0,42089 58,4039 97,4126
2 2 59,96 0,40940 0,42089 58,3184 97,2700
3 59,96 0,40950 0,42089 58,3327 97,2938
1 83,94 0,58960 0,42089 83,9877 100,0600
3 2 83,94 0,59000 0,42089 84,0446 100,1279
3 83,94 0,58900 0,42089 83,9022 99,9582
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Tabla No. 33: Resultados de t exp y G exp para evaluar la exactitud

101,2140
101,2536 | 101,2273 0,0229 0,0226 0,0005
101,2140
97,4126

97,2700 | 97,3255 0,0764 0,0785 0,0058
97,2938

100,0600
100,1279 | 100,0488 0,0854 0,0854 0,0073
99,9582

0,00729624 0,5344 0,8709 0,8027 2,306

Analisis de Resultados para la Exactitud: Se determiné el Coeficiente de Variacion
(1.7422%) el cual es menor al 2 % y el porcentaje recuperado del principio activo fue de
99.53% el cual se encuentra entre el rango establecido (97-103%) con respecto a lo
declarado en las especificaciones lo que indica que el método es exacto para la

cuantificacion de Ambroxol Clorhidrato.

Se calcul6 el valor de Gexp el cual corresponde a 0.5344 < Gtab (0.8709), lo cual indica
que el factor concentracién no influye en la variabilidad de los resultados y que el método

empleado es exacto para el fin propuesto.

La t de student calculada (0.8027) es menor al valor de t de tabla (2.306), verificando asi
que no hay diferencia significativa entre la recuperaciéon media del principio activo y el

100% de este por lo que la exactitud del método es correcta.
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6.6. ROBUSTEZ.

Tabla No. 34: Resultados de las absorbancias obtenidas en los ensayos de la robustez.

0,4185
1 A 0,08 N 308 0,4190 0,4185
0,4180
0,4138
2 B 0,08 N 308 0,4150 0,4144
0,4143
0,4183
3 A 0,12N 308 0,4191 0,4185
0,4180
0,4170
4 B 0,12N 308 0,4167 0,4167
0,4165
0,4120
5 A 0,08 N 312 0,4142 0,4143
0,4168
0,4002
6 B 0,08 N 312 0,4013 0,4013
0,4025
0,4073
7 A 0,12N 312 0,4073 0,4075
0,4078
0,4092
8 B 0,12N 312 0,4078 0,4085
0,4084
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Tabla No. 35: Resultados de las influencias de los factores y sus interacciones en el
estudio de la robustez.

0,4185 -0,4185 -0,4185 -0,4185 0,4185 0,4185 0,4185 -0,4185
0,4144 0,4144 -0,4144 -0,4144 -0,4144 -0,4144 0,4144 0,4144
0,4185 -0,4185 0,4185 -0,4185 -0,4185 0,4185 -0,4185 0,4185
0,4167 0,4167 0,4167 -0,4167 0,4167 -0,4167 -0,4167 -0,4167
0,4143 -0,4143 -0,4143 0,4143 0,4143 -0,4143 -0,4143 0,4143
0,4013 0,4013 -0,4013 0,4013 -0,4013 0,4013 -0,4013 -0,4013
0,4075 -0,4075 0,4075 0,4075 -0,4075 -0,4075 0,4075 -0,4075
0,4085 0,4085 0,4085 0,4085 0,4085 0,4085 0,4085 0,4085
0,41246250| -0,00447 | 0,00068 | -0,00913 | 0,00408 | -0,00153 | -0,00048 | 0,00293

Gréfico N° 5° Influencia de los factores y sus interacciones en la robustez del método

ROBUSTEZ

0.01000
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0.00600 AB

0.00400
0.00200
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del medio
—
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-0.00800
-0.01000
-0.01200

- —
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Analisis de Resultados: La influencia de los factores evaluados en los ensayos y sus
interacciones no supera el limite inferior y superior a dos veces la desviacion estandar, tal
como se refleja en el grafico, de modo que se deduce que el método tiene la capacidad para
permanecer inalterado ante pequefias y deliberadas variaciones en ciertos pardmetros,

proporcionando asf fiabilidad durante su empleo de rutina.

6.7. ESTABILIDAD DE LA SOLUCION ANALITICA

Tabla No. 36: % Recuperado de Ambroxol Clorhidrato en la solucion analitica.

105,4423
105,5965
105,0538
105,9744
105,8313
24 105,6681
96 105,4534

0N |[H | |O

Griafico N° 6: Estabilidad de la solucion analitica de Ambroxol Clorhidrato

ESTABILIDAD
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Analisis de Resultados: El porcentaje recuperado de la solucion muestra almacenada se
encuentra dentro del rango + 1 % del porcentaje recuperado inicial, lo que indica que las
soluciones permanecen estables en las condiciones de almacenamiento determinadas en el

método.
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VII. CONCLUSION

Se valid6 el método analitico por la técnica espectrofotométrica UV-VIS para cuantificar
Ambroxol Clorhidrato jarabe 15 mg/ 5 mL, describiéndose la metodologia analitica

empleada mediante el protocolo de validacién en el cual se detalla cada paso a seguir.

El método respondié satisfactoriamente a cada uno de los pardmetros de desempefio
establecidos en el Reglamento Técnico Centroamericano para la categoria de prueba a la
cual pertenece (categoria 1), demostrando que la metodologia analitica para la
cuantificaciéon de Ambroxol Clorhidrato, por espectrofotometria UV-visible, es selectiva,
exacta, precisa, y lineal, por lo cual se tiene la certeza que los resultados obtenidos son
confiables dentro de las condiciones descritas en este documento y por ello se establece que
el método analitico para cuantificacion de Ambroxol Clorhidrato jarabe del Laboratorio de
Produccion de Medicamentos “Mauricio Diaz Miiller” es vdlido ya que cumple con los

parametros establecidos.

El método tiene la capacidad de permanecer inalterado ante las pequefias variaciones
introducidas en la metodologia, las cuales son susceptibles de producirse durante su

utilizacién, proporcionando resultados validos.

Las soluciones analiticas son estables bajo las condiciones analiticas descritas en este

documento, durante el periodo de tiempo establecido (96 Horas).
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VIII. RECOMENDACIONES

1. Controlar las condiciones ambientales establecidas para el ambiente de trabajo, de
modo que se asegure que factores externos no puedan influir en la estabilidad de las

soluciones.

2. Efectuar la verificacion de las balanzas al inicio de cada jornada para garantizar la

obtencion de pesos exactos.

3. Analizar el Clorhidrato de Ambroxol jarabe bajo las condiciones de trabajo

establecidas en la metodologia.

4. Rotular cada una de las soluciones y reactivos utilizados durante la realizacién de
cada uno de los andlisis de modo que se eviten confusiones entre sustancias y a la

ves garantizar el cumplimiento de las BPL.

5. Determinar la Reproducibilidad para el método de cuantificacién de Clorhidrato de
Ambroxol jarabe entre Laboratorios en un futuro, debido a que no fue contemplado

dicho pardmetro en ésta Validacion.

6. Utilizar el equipo con su calibraciéon correspondiente para darle certeza a la

Validacién.
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X. ANEXOS

ANEXO No 1: Valores criticos de F para un contraste de una cola (P=0.05)

Vo

2

J

4 5

6 7

g 9

0 12

15

2

D ~N O GOy &~ G PN —

w

10

11
12
13
14
15

16
17
18
19
20

161.4 199.5
18.51 19.00
10.13 9.552
7.709 6.944
6.608 5.786

5987 5.143
5591 4.737
5.318 4.459
5117 4.25
4.965 4.103

4.844 3.982
4.747 3885
4.667 3.806
4.600 3.739
4.543 3.682

4.494 3634
4.451 3.592
4.414 3.555
4.381 3.522
4,351 3493

2157
19.16
9.277
6.501
5400

4.757
4.347
4.066
3.863
3.708

3.587
3.490
3.411
3.344
3.287

3.239
3.197
3.160
3.127

2246 230.2
19.25 19.30
9.117 9.013
6.388 6.256
5.192 5.050

4.534 4.387
4120 3.972
3.838 3.687
3.633 3482
3.478 3.326

3.357 3.204
3.259 3.106
3.179 3.025
3.112 2,958
3.056 2.901

3.007 2.852
2.965 2.810
2.928 2.773
2.835 2.740

234.0 236.8
19.33 19.35
8.941 8.887
6.163 6.004
4.950 4.876

4.284 4.207
3.866 3.787
3.581 3.500
3.374 3.293
3.217 3135

3.005 3.012
2.996 2.913
2915 2.832
2.848 2.764
2.790 2.707

2.741 2.657
2.699 2.614
2.661 2.577
2.628 2.544

238.9 240.5
19.37 19.38
8.845 8812
6.041 5.999
4.818 4772

4,147 4,099
3.726 3.677
3.438 3.388
3.230 3.179
3.072 3.020

2.948 2.896
2.849 2.79%
2.767 2.714
2.699 2.646
2.641 2.588

2,591 2.538
2.548 2494
2.510 2.456
2477 2.423

3.098 2.866 2.711 2.599 2514 2.447 2.393

2419 2439
19.40 19.41
8.786 8.745
5.964 5.912
4735 4.678

4,060 4.000
3.637 3.575
3.347 3.284
3.137 3.073
2.978 2913

2854 2788
2753 2.687
2671 2.604
2602 2534
2544 2.475

2494 2425
2.450 2.381
2412 2.342
2.378 2.308
2.348 2.278

245.9
19.43
8.703
5.858
4.619

3.938
3511
3.218
3.006
2.845

2.719
2617
2.533
2.463
2.403

2.352
2.308
2.269
2.234
2.203

248.0
19.45
8.660
5.803
4.558

3.874
3.445
3.150
2.936
2.774

2.646
2.544
2.459
2.388
2.328

2.276
2.230
2.191
2.155
2.124

vy = numero de grados de libertad del numerador y v, = nimero de grados de libertad del denominador.
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ANEXO No 2: Valores criticos de F para un contraste de dos colas (P=0.05)

Vo

Vi

7

2

3

4

5

6

7

g

9

0

2

15

20

647.8
38.51
17.44
12.22
10.01

8.813
8.073
7.571
7.209
6.937

6.724
6.554
6.414
6.298
6.200

6.115
6.042
5978
5.922
5.871

O dOoO O s WD —

—_
o

—_ ot —h —A
Cr AW NN —

N — =t —
O W oo N

799.5
39.00
16.04
10.65
8.434

7.260
6.542
6.059
5.715
5.456

5.256
5.096
4.965
4.857
4.765

4.687
4.619
4.560
4.508
4.461

864.2
39.17
15.44
9.979
7.764

6.599
5.890
5416
5.078
4.826

4.630
4.474
4.347
4.242
4.153

4.077
4.011
3.954
3.903
3.859

899.6
39.25
15.10
9.605
7.388

6.227
5.523
5.053
4.718
4.468

4.275
4.121
3.996
3.892
3.804

3.729
3.665
3.608
3.559
3.515

921.8
39.30
14.88
9.364
7.146

5.988
5.285
4.817
4.484
4.236

4.044
3.891
3.767
3.663
3.576

3.502
3.438
3.382
3.333
3.289

937.1
39.33
14.73
9.197
6.978

5.820
5.119
4.652
4.320
4.072

3.881
3.728
3.604
3.501
3.415

3.341
3.277
3.221
3.172
3.128

948.2
39.36
14.62
9.074
6.853

5.695
4.995
4.529
4197
3.950

3.759
3.607
3.483
3.380
3.293

3.219
3.156
3.100
3.051
3.007

956.7
39.37
14.54
8.980
6.757

5.600
4.899
4.433
4.102
3.855

3.664
3512
3.388
3.285
3.199

3.125
3.061
3.005
2.956
2913

963.3
39.39
14.47
8.905
6.681

5.523
4.823
4.357
4.026
3.779

3.588
3.436
3.312
3.209
3.123

3.049
2.985
2.929
2.880
2.837

968.6
39.40
14.42
8.844
6.619

5.461
4.761
4.295
3.964
3.717

3.526
3.374
3.250
3.147
3.060

2.986
2922
2.866
2.817
2774

976.7
39.41
14.34
8.751
6.525

5.366
4.666
4.200
3.868
3.621

3.430
3.277
3.153
3.050
2.963

2.889
2.825
2.769
2.720
2.676

984.9
39.43
14.25
8.657
6.428

5.269
4.568
4.101
3.769
3.522

3.330
3177
3.053
2.949
2.862

2.788
2.723
2.667
2.617
2.573

993.1
39.45
14.17
8.560
6.329

5.168
4.467
3.999
3.667
3.419

3.226
3.073
2.948
2.844
2.756

2.681
2.616
2.559
2.509
2.464

vy = numero de grados de libertad del numerador y v, = numero de grados de libertad del denominador.
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ANEXO No 3: Nivel de significacion de la prueba de Cochran (a=0.05)
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ANEXO No 4: Tabla t-Student dos colas

Valor de t para un intervalo de confianza de 90% 95% 98% 99%
Valor critico de | #| para valores de P de numero

de grados de libertad 010 0.05 0.02 0.01
1 6.31 1271 31.82  63.66
2 2.92 4.30 6.96 9.92
3 2.35 3.18 4.54 5.84
4 2.13 2.78 3.75 4.60
5 2.02 2.57 3.36 4.03
6 1.94 2.45 3.14 3.71
7 1.89 2.36 3.00 3.50
8 1.86 2.31 2.90 3.36
9 1.83 2.26 2.82 3.25
10 1.81 2.23 2.76 3.17
12 1.78 2.18 2.68 3.05
14 1.76 2.14 2.62 2.98
16 1.75 2.12 2.58 2.92
18 1.73 2.10 2.55 2.88
20 1.72 2.09 2.53 2.85
30 1.70 2.04 2.46 2.75
50 1.68 2.01 2.40 2.68
o0 1.64 1.96 2.33 2.58
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ANEXO No 5: Valores criticos de la distribucion #-Student una cola.

1-a
. ’
Area de una cola
gl 0.25 020 | 0.15 0.10 0.05 | 0.025 0.01 0.005
1 1.000 | 1.376 | 1.963 3.078 6.314 | 12.706 | 31.821 | 63.657
2 0.816 | 1.061 | 1.386 1.886 2920 | 4.303 6.965 9.925
3 0.765 | 0.978 | 1.250 1.638 2353 | 3.182 | 4.541 5.841
4 0.741 | 0.941 | 1.190 1.533 2132 | 2.776 3.747 4.604
5 0.727 | 0.920 | 1.156 1.476 2015 | 2571 3.365 4.032
6 0.718 | 0.906 | 1.134 1.440 1.943 | 2.447 3.143 3.707
7 0.711 | 0.896 | 1.119 1.415 1.895 | 2.365 2.998 3.499
8 0.706 | 0.889 | 1.108 1.397 1.860 | 2.306 | 2.896 3.355
9 0.703 | 0.883 | 1.100 1.383 1.833 | 2.262 | 2.821 3.250
10 0.700 | 0.879 | 1.093 1.372 1.812 | 2.228 2.764 3.169
11 0.697 | 0.876 | 1.088 1.363 1.796 | 2.201 2.718 3.106
12 0.695 | 0.873 | 1.083 1.356 1.782 | 2.179 2.681 3.055
13 0.694 | 0.870 | 1.079 1.350 1.771 | 2.160 | 2.650 3.012
14 0.692 | 0.868 | 1.076 1.345 1.761 | 2.145 2.624 2.977
15 0.691 | 0.866 | 1.074 1.341 1.753 | 2.131 2.602 2.947
16 0.690 | 0.865 | 1.071 1.337 1.746 | 2.120 | 2.583 2.921
17 0.689 | 0.863 | 1.069 1.333 1.740 | 2.110 | 2.567 2.898
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18 0.688 | 0.862 | 1.067 1.330 1.734 | 2.101 2.552 2.878

19 0.688 | 0.861 | 1.066 1.328 1.729 | 2.093 2.539 2.861

20 0.687 | 0.860 | 1.064 1.325 1.725 | 2.086 2.528 2.845

21 0.686 | 0.859 | 1.063 1.323 1.721 | 2.080 2.518 2.831

22 0.686 | 0.858 | 1.061 1.321 1L.717 | 2.074 2.508 2.819

23 0.685 | 0.858 | 1.060 1.319 1.714 | 2.069 2.500 2.807

24 0.685 | 0.857 | 1.059 1.318 1.711 | 2.064 2.492 2.797

25 0.684 | 0.856 | 1.058 1.316 1.708 | 2.060 2.485 2787

26 0.684 | 0.856 | 1.058 1.315 1.706 | 2.056 2.479 2.779

27 0.684 | 0.855| 1.057 1.314 1.703 | 2.052 2473 2771

28 0.683 | 0.855| 1.056 1.313 1.701 | 2.048 2.467 2.763

29 0.683 | 0.854 | 1.055 1.311 1.699 | 2.045 2.462 2.756

30 0.683 | 0.854 | 1.055 1.310 1.697 | 2.042 2.457 2.750

40 0.681 | 0.851 | 1.050 1.303 1.684 | 2.021 2423 2.704

60 0.679 | 0.848 | 1.046 1.296 1.671 | 2.000 2.390 2.660

120 0.677 | 0.845 | 1.041 1.289 1.658 | 1.980 2.358 2.617

co 0.674 | 0.842 | 1.036 1.282 1.645 | 1.960 2.326 2.576
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ANEXO No. 6: Formulario

1. ¢V =23%100
X

_ /Z(X—XZ)/
2. §= (-1

__ Z(Xi-X)(Yi-Ypro)
- Y(Xi—Xpro)

3. b
4. a =ypro—Db*Xpro

5. x%= % * [2.30026 * (x * 10gS? — ZVi * 10gSi?)]

6. col@r?

) 3x(k—1)
2 _ IVixSi?

7. §$° = ”

8. Calculo de t experimental:

texp = |100 — Xprom| x+/n / CV

9. Calculo de Fisher:

Foxy = S%a
exp = o5
10. Regresion.
(Y - Ypro)?
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11. Residual.

(Y - Y)?

12. Falta de Ajuste.

Y(Yproj — ¥)?

13. Error experimental.

(Y - Y)2-2(Yproj — Y)?
14. Varianza de regresion.
regresion
gl

15. Varianza residual.

residual
gl

16. Varianza de Falta de ajuste.

falta de ajuste/gl

17. Varianza de error experimental.

EE
gl
18. Calculo de F1 y F2.

Fl = Vregresion
~ Vresidual

_ Vfalta de ajuste

Verror exp
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Anexo No. 7: Espectrofotometro utilizado en el estudio:
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Anexo No. 8: Area donde se realizo la validacion :

Anexo No. 9: Area de balanzas:
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Anexo No. 10: Resultados verificacion de balanzas:

1 50.0000 0.0000632456
2 49.9998 0.0000547772
3 50.0001 0.0000408248
4 50.0000 0.0000000000
5 50.0001 0.0000347772
6 50.0001 0.0000408248
7 50.0000 0.0000000000
8 50.0000 0.0000547772
9 49.9999 0.0000308248
10 50.0000 0.0000000000
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Anexo No. 11:

Anexo 11.1: Caracteristicas organolépticas del jarabe de Ambroxol Clorhidrato 15
mg/ SmL

Aspecto: Liquido claro, homogéneo.
Color: Incoloro
Olor: Vainilla

Sabor: Vainilla

Anexo 11.2: Caracteristicas organolépticas del Placebo de jarabe de Ambroxol

Clorhidrato.

Aspecto: Liquido claro, homogéneo.
Color: Incoloro
Olor: Vainilla

Sabor: Vainilla.

138
Universidad Nacional Auténoma de Nicaragua
UNAN - Leo6n



