DD ummmmgm
W

UNIVERSIDAD NACIONAL
» AUTONOMA DE NEXI

EXAMENES PHOFESIONALES
FAC. DE QUIMICA

VALIDACION DE UN METODO ANALITICO
POR CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE
ALTA RESOLUCION PARA LA CUANTIFICACION
DE AMOXICILINA EN CAPSULAS

T E S I S
Que para obtener el titulo de

QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGA

p r e s e n t a

VIRGINIA RAMIREZ ORTIZ

e

e México, D. F. 1999
o\ , 1L

TESIS C /DSO

FALIA DE ORIGEN



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Jurado asignado

Presidente Prof. Pérez Ruelas Joaquin

Vocal Prof. Cérdenas Gutiérrez José Manuel
Secretario Prof. Gonzilez Monzc?n l\ionna Trinidad |
Ier. Suplente * Prof. Alpizar Ramos Maria del Socorro
2°. Suplente Prof. Rodriguez Juan Manuel

Sitio donde se desarrolls ¢l tema:

Laboratorios Novag Infancia 5.A. de C.V.

il

LA

Asesor de Tema: ) g )
Q.F.B. NOrWdad Gonzilez Monzén

] Y

Sustentante: ]
Virginia Ranfirez Ortiz




el

DEDICATORIA

Con carifio y respeto a mis Padres
Por el amor que siempre me han
Brindado.

Para mi esposo Miguel
Por compariir su vida conmigo.

A tnis hijos Mauricio y Yazmin
Por todas fas alegrias que dia a dia

Me ofrecen.

A mis hermanos

.En especial a Evita,

Por sus consejos.

A los laboratorios Novag Infancia S.A. de C.V.
Por las facilidades otorgadas
Para la realizacion del presente trabajo.

A la profesora Norma Gonzalez Monzon
Por su invaluable amistad,

A Teresa Villalobos e Imay Septilveda

. Por su apoyo y bellos recuerdos.

A todos aquellos que desinteresadamente

* Me han brindado su ayuda.



iINDICE

1. INTRODUCCION .. .. ......... PP PP 1

2 GENERALIDADES . -« . o+ e oo e e e e ieeneee 3
2AMONOGRAFIA . ... it en ...3
22CROMATOGRAFIA . ... 7
2241 CLASIFICACION . . ............oonnt, TR 8
2.2.2 CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION . . . ... 10
2.2.3 PARAMETROS CROMATOGRAFICOS . . .........oivnen 1.
224EQUIPO . .. .ottt 15
225ANALISIS CUALITATIVO . ... .o oo it e 17
225 ANALISIS CUANTITATIVO .. ..ot 17
3 VALIDACION DE METODOS ANALITICOS .. ... ...ooieen it 18
34 DEFINIGIONES . ...\ eeeeeniens SUTOTUT 19
4. PARTE EXPERIMENTAL . . ...ttt et e ieeeeeeiaenenns 23
41EQUIPOYMATERIAL .. oottt ieieieinannn . 23
42REACTIVOS ... oot e 23
4.3 DETERMINACION DE AMOXICILINA . ...t 24
4.3.1 PARAMETROS INSTRUMENTALES . . ... .....oiviieniennn, 24
4.3.2 PREPARACION DE SOLUCIONES ... .. .. ...vveee. .. A 24
433 ANALISIS . . e 26
A34CALCULOS . . .. it 26



4.3.5VALIDACION DEL METODO . ..ottt iiiee i 27
436 RESULTADOS . . oottt ettt .31
5. DISCUSION DE RESULTADOS Y CONCLUSIONES .. .. .......... 44

6. BIBLIOGRAFIA . ... ... o\.... i 46



CAPITULO 1
'INTRODUCCION



La Industria Farmacéutica avanza continuamente en el desarrollo de nuevos
medicamentos, lo que implica tambien el desarrollo de métodos analiticos gue
vayan a la par con el avance tecnoldgico. El Quimico Analista siempre esta
interesado en como utilizar la informacién de los métodos analiticos y los
procedimientos gue se encuentran en la literatura, para lograr su implementacion

y optimizacion en congruencia con las necesidades que se presenten.

Para considerar que el método analitico cumple con los propésitos para los cuales
fue disefiado, s necesario llevar a cabo la validacién del método énaiitf'co. Con
el fin de homogeneizar los criterios y pardmetros para la validacion de métodos
analiticos, la Food and Drug Administration (FDA) bajo los éuspicios de la
Conferencia Internacional de Armonizacidn (ICH) de requerimientos técnicos para
8l registro de productos farmacéuticos para usoc humano, publico una gula para la
validacion de métodos analiticos en marzo de 1885, en donde la extension de la
validacion depende de la clasificacién y caracteristicas del método analitico que

so va a validar.

Con el Tratado de Libre Comercio la armonizacién en la validacion de métodos
analiticos adquiere importancia para facilitar la homogenizacién en transacciones

comerciales y en la transferencia de tecnologia de un laboratorio a otro.



La validacion del método analitico asi como la calibracion y/o verificacion de todo
instrumento de medicion utilizado de acuerdo a un programa documentado, es
parte integral del Sistema de Control de Calidad y es requisito de las buenas

practicas de manufactura.

El presente trabajo tuvo por objeto la validacién de un método analitico por
Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion {CLAR), para la cuantificacion de

Amoxicilina en cépsulas.



CAPITULO 2
' GENERALIDADES



2.1 AMOXICILINA TRIHIDRATADA
Nombres quimicos (1)
6 - {{amino (4-hidroxifenil) acetil - amino} - 3,3 dimeti{ - 7 - oxo - 4 - tia - 1 -

azabiciclo (3.2.0) heptano - acido carboxilico, trihidrato.

Sindénimos (1)

Hidroxiampicilina

Férmula molecular {1

C1eH1aN3058.3H:0

Peso molecular (1)
419.46
Férmula desarrollada {1}
. OHHH Hs
it i 1,8

HO@-CH-C-N-C-C CHy,

I | .3H0

NH; C-

C? COOH

Descripcién (2) -

Polvo cristalinc blanco, libre de particulas extrafias.



Solubilidad {2)
Ligeramente soluble en agua y metanol; insoluble en benceno, tetracloruro de

carbono y cloroformo.

pH . (2)

Entre 3.5 y 6.0, en una solucién conteniendo 2 mg /mL.

Ensayos de identidad
El espectro de absorcién infrarrojo de una dispersién de la muestra en bromuro de
potasio, presenta maximos solamente a las mismas longitudes de onda que una

preparacion similar de USP Amoxicilina TS. (2)

Mezclar aproximadamente 10 mg ¢on 1 mL de agua y adicionar 2 mL de una
solucién de tartrato ciprico de potasio y 6 mL de agua, un color magenta se

produce inmediatamente. (3)

Agua {2)

De 11.5 a 14.5 % por el método de Karl Fisher .

Conservacién {2)

En envases bien cerrados, protegidos de la |uz.



Farmacocinética {4)

La amoxicilina es estable en medio &cido, se absorbe del tracto gasirointestinai
en forma mas rapida que la ampiciiina, las concentraciones plasmaticas maximas
son de 2 a 2.5 veces mayores que la ampicilina; por via oral se absorbe cerca del
100 %. Una dosis oral de 250 mg produce una concentracién pladsmética maxima
de unos 4 mcg/ mL, 17 % de amoxicilina se fija a proteinas y el volumen de

disfribucién es de 0.4 mL/g.

Farmacodinamia (4)

Interfiere en la sintesis de peptidoglucanos que forman parte de! material de la
;?ared celular, por {o tanto, el protoplasto en crecimiente no puede formar su pared
celular protectora y ocurre un estallamiento de la membrana celular, con la

liberacién del contenido celular.

Usos (4)

Es un antimicrobianc efectivo en el tratamiento de: infecciones del tracto
respiratorio, ofitis, infecciones del tracto wrinario, infecciones respiratorias,
infecciones tisulares, infecciones por salmonella, meningitis, ganorrea,
infecciones gastrointestinales, infecciones del tracto biliar, endocarditis

bacteriana.



Toxicidad {4)

Puede ocasionar reaccicnes alérgicas vy e_rupciones cutaneas, choqﬁes
anafildcticos, anemia hemolitica, Las reacciones pueden ser atenuadas por
administracion de antihistaml’nicos, suministrar por via intramuscular de 0.3 a 1.0

ml. de adrenalina en caso severo,

Dosis {4)
En nifios una cucharadita (5 mL) de suspensién de 250 mg en 5 mL, cada ocho

horas.

En adultos una capsula de 500 mg cada ocho horas, una tableta de 1 g cada 8

horas.



2.2 CROMATOGRAFIA

2.2.1 CLASIFICACION  (5,6,7)

La cromatografia es un método fisico que permite separar, aislar e identificar los
componentes de una mezcla de compuestos quimicos. La separacion se debe a la
diferencia en el equilibrio de disiribucién de los componentes de la muestra entre
la fase movil y la fase estacionaria. Los componentes de la muestra migran a
través del sistema cromatogréfico solamente cuando estan en la fase moévil. La
velocidad de migracion de un componente es una funcién del equilibrio de
distribucién. Los componentes que tienen distribuciones preferentes por la fase
estacionaria migran mas lentamente que aquéllos que tienen distribuciones_
preferentes por la fase movil. La separacion resulta de las diferentes \{elocidades
de migracion como una consecuencia de la diferéncia en el equilibrio de las
distribuciones.

De acuerdo con ia naturaleza de las fases involucradas, y con los diferer;tes

mecanismos de separacion, se tienen diferentes tipos de cromatografia.



CROMATOGRAFIA
|

GASES ' LiQuIDOS

— ; — ;
CGL CGS CtL CLS ciHl CE

I_I_I | I |
— T 1 1 1
CP CLAR CCD EC CLAR EC CLAR GP GF

Donde: \
CGL gas - liquido {particion) CGS gas - solido (adsorcion)
CLL liquido - liquido (particion) CLS liquido - sélido (adsorcion)
_Cll de intercambio idnico CE de exclusion
CP en papet | CLAR de liquidos de alta resolucién
CCD en capa delgada EC encolumna
CP enpapel GP  gel de permeacidn

GF gel de filtracién
La cromatografia de liquidos en columna, basandose en la naturaleza de la fase
estacionaria y en los procesos de separacion, puede clasificarse en cuatro tipos:
1) Cromatografia de Adsorcion
2) Cromatografia de Particidn
3) Cromatografia de Intercambio Iénico

4) Cromatografia de Exclusién



1) Cromatografia de Adsorcién
En este tipo de cromatografia, la fase estacionaria es un adsorbents, vy Ila

separacién se basa en repetidas etapas de adsorcién-desorcion.

2) Cromatografia de Particion
En este tipo de cromatografia, la separacion se basa en un reparto entre la fase

movil y ia fase estacionaria.

3) Cromatografia de Intercambio i6nico

En este tipo de cromatografia, el lecho estacicnario tiene una superficie cargada
ionicamente, con una carga contraria a la de la muestra. Esta técnica se usa con
muestras ionicas o ionizables, cuanto mayor sea la carga de la muestra, mas
fuertemente sera atraida hacia la superficie iénica, y por tanto, mas tiempo
tardara en ser eluida, la fase mévil es una solucién reguladora acuosa, en el que

el pH y la polaridad se utilizan para controlar el tiempo de elucidn. .

4) Cromatografia de Exclusion.
En este tipo de cromatografia, se reliena la columna con un material que posea
poros de dimensiones comprendidas entre cierto {imites, con lo que la muestra es

retenida o filtrada segtin sea su tamario moléculas.



Debide a que no siempre puede determinarse, con cual de los procesos
implicados si el de adsorcion o el de reparto desempefia el papel mas importante,
se definen dos o mas tipos, segin sea la polaridad relativa de las dos fases, de

esta forma surge la Cromatografia en Fase Normal y la Cromatografia en Fase

Inversa.

En la Cromatografia en Fase Normal, ¢l lecho estacionario es de naturaleza
fuertemente polar y la fase mdvil es no polar, las muestras polares quedan

retenidas durante tiempos mayores que los materiales menos polares ¢ apolares.

En la Cromatografia en Fase Inversa, el lecho estacionario es de naturaleza no
polar, mientras la fase mévil es un liquido polar, normalimente agua o algin
alcohol. En este caso, cuanto més no polar sea la muestra, mayor serd su

retencion.

2.2.2 CROMATOGRAFIA DE LiQUIDOS DE ALTA RESOLUCION

La cromatografia de liquidos clasica, presenta el inconveniente de tiempos de
elucién prolongados, lo cual ha motivade a mejorar la técnica de esta
cromatografia, para lo cual se han empleado particulas de ml\Jcho menor tamafio,
que han requerido de mayores presiones de entrada, y de nuevos detectores
capaces de operar a bajo caudal y de detectar pequefias cantidades de

sustancias; como resultado de estos implementos surge lo que actuaimente se

conoce como Cromatografia de Liquidos de Alta Resoiucidn CLAR
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La Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién se caracteriza por:

a) Columnas reutilizables de didmetro pequefio (2a5 rrim).

b} Rellenos de columna de partlcutaé pequefias (5 a 50 micras).

c) Presiones de entrada relativamente altas y flujo controlado de la fase movil.

d) Introduccién precis.a de [a muestra, sin necesidad de inyectar grandes
cantidades.

e) Detectores continuos especiales, capaces de operar a caudales muy bajos yde
detectar cantidades muy pequenas.

f) Instrumentos automatizados.

g) Alta resolucion.

2.2.3 PARAMETROS CROMATOGRAFICOS

Los picos gaussianos que representan el numero de moléculas eluidas frente al

tiempo, constituyen un cromatograma, tal como se muestra en la siguiente figura:

Respusesta
del detector

Tiempo

11



Los parametros a evaluar en un cromatograma sonn:

= Tiempo de retencién t,

Es el tiempo que la muestra permanece dentro de la columna, y se mide desde el
momento en que la muestra se introduce en el sistema, hasta que se obtiene el

‘punto maximo de [a sefial.

- Tiempo muerto &,

Es el tiempo requerido para eluir una sustancia no retenida en la columna;

- Tiempo de retencién ajustado t-
Es la diferencia entre el t, y tn, es decir, el t;, es el tiempo total de permanencia en
la columna, t es el tiempo que la sustancia permanece en la fase mévil; por lo

tanto, t. es el tiempo que la sustancia permanece retenida en la fase estacionaria.

tr=t-tm

- Anchura de la base del cromatograma W
Es la porcién de linea base interceptada por tangentes trazadas a ambos Jados de
una sefal cromatografica. Este valor de anchura se emplea en el calculo de la

resolucion y eficiencia de los sistemas cromatograficos.

12



- Nimero de platos tedricos N

Indica la capacidad de la columna para proporcionar picos estrechos y bien
separados, mientras mayor sea N mayor nimero de platos tedricos tendra la
columna y por consiguiente ser4 de mayor eficiencia o capacidad para la

separacion de los componentes.

£)?
N=16(%]
W

- Altura equivalente a un plato tedrico AEPT

Se representa por:
L
AEPT = «emn
N
Donde L es la longitud de la columna y N el nimerc de platos tedricos. Si el valor

de AEPT es paquefio, es mayor el nimero de platos por unidad de longitud, y por

fo tanto, la columna sera mas eficiente.

- Coeficiente de distribucién o de reparto K

Se expresa por:

cantidad de muestra/ mt. de fase estacionaria
K= :

cantidad de muestra/ mL de fase movil

13



El coeficiente de distribucion, es una propiedad fisica fundamental de cada
sustancia. Es caracteristico de cada compuesto, del sistema de fase movil y de

fase estacionaria en consideracion, y esté en funcién de la temperatura. -

- Relacién de capacidad K’
Es una medida de la retencion de un componente por la fase estacionaria, y es
caracteristico para una columna dada.

t-tn  tiempo en la fase estacionaria

K= =
tm tiempo en la fase movil

~‘Resolucion R
Indica la separacién entre dos picos adyacentes en un cromatograma.
2 (tz -tw)

I e

W, +W,

- Selectividad o
Describe la retencion relativa de los componentes en la fase estacionaria, es
decir, que tanto se han separado los picos entre si, sin tomar en cuenta la

amplitud de los mismos.

Valores elevados de « significa mejores comparaciones.

14



2.2.4 COMPONENTES DE UN EQUIPO DE CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS
DE ALTA RESOLUCION
El cromatégrafo de li’quidés consiste basicamente de un sistema de bombeo, el
inyector, la columna cromatogréfica, e! detector, el integrador y el registrador.,
- Bomba
Los sistemas de bombeo se encargan de proporcionar a la fase movil, fa presion -
necesaria para que, operando al flujo praciso, atraviese la columna

cromatografica.

= Inyector
La principal consideracidn en el disefio de un sistema de inyeccién de muestras,
es la necesidad de proporcionar una zona de poco volumen, completamente

barrida por la fase movil, para evitar la difusion de la muestra.

- Columna cromatografica

Basicamente, la columna consiste en un segmento de tubo de algin material
inerte, de diametro uniforme y capaz de resistir altas presionés.

Con los avances en la tecnologia de columnas ahora tenemos:

a) Uniformidad de tamaric de particulas

b) Elaboracién de particulas de tamario muy reducido

¢) Mejoramiento en los procesos de relieno de columnas

15



Existe basicamente tres tipos de materiales de empaque:

a) Gel de silice

b) Gel de silice modificada quimicamente en la superficie con grupos organicos
diferentes, y por o tanto, con compartimiento de selectividad especifica.

¢} Alumina.

Los materiales de empaque de las columnas utilizadas en CLAR deben cumplir

con los siguientes requisitos;

a) Estabilidad estructural

b) Grandes superficies de contacto

¢} Superficies estructurales abiertas, que sean de facil acceso a [a fase mévil.

- d) Resistencia para ser domprimidas por presiones altas.

- Detectores

El detector es un dispositivo capaz de monitorear en forma continua alguna

propiedad fisicoguimica de los componentes de la muestra o de la solucién que

fos contiene, generando una sefial proporcional a la concentracién' de la muestra

a medida que ésta sale de la columna.

Los detectores pueden ser de dos tipos:

a) Aquellos que miden Unicamente a!gur::a propiedad del soluto por ejemplo, la

absorcién al espactro ultravioleta o fluorescencia.

b) Aquellos qus miden alguna propiedad del soluto v la fase mévif!‘po’r ejemplo, el

" de indice de rafraccién.

é’;‘

16



2.2.5 ANALISIS CUALITATIVO EN CLAR
La cromatografia de liquidos es én esencia, una técnica de s’eparacién' y no de
identificacién, y aunque es posible oblener alguna informacion de tipo cualitativo,
siempre se requiere de -alguna técnica no cromatografica, para efectuar la
identificacién certera de un compuesto determinado, por ejemplo’ resonancia
mégnética nuclear,

La forma de realizar una identificacidn, es comparando los tiempos de retencién
de lag sustancias de referencia, pero esto no basta para una identificacion
certera, ya que dos sustancias pueden tener el mismo tiempo de retencién bajo

las mismas condiciones

2,2.6 ANALISIS CUANTITATIVO EN CLAR

El anélisis cuantitativo consiste en la determinacién dg la cantidad presente de los
componentes de la musstra,

-El pico cromatogréfico representa una curva gaussiana, que es una distribucion
de las moléculas que eluyen a lo largo del tiempo, el empleﬁ de las éreaé de los
cromatogramas, se basa en que la concentracion de un corﬁponente de la

muestra, que es directamente proporcional a su érea.

i7



CAPITULO 3
VALIDACION DE

METODOS ANALITICOS



La validacion de un método analitico se define como el proceso por el cual queda
establecido por estudios de laboratorio, que la capacidad del método satisface los
requisitos para las aplicaciones analiticas deseadas. (8)

El criterio para validar un método analitico depende de: las necesida&es del
Laboraterio, de la aplicacion gue tenga el rhétodo, de los requerimientos oficiales,
y de ia experiencia y criterio farmécéutico del Quimico Analista.

De acuerdo a la Conferencia Internacional de Armonizacion y a la USP entre otros
documentos, el primer paso para la validacion de un método analitico es
determinar la categoria a la cual pertenece, las cuales son: ~ (2,8,10,12)
Categoria I Métodos analiticos para la cuantificacion de la mayoria de los
compaonentes de ‘sustancias a granel o ingredientes activos (incluyendo
conservadores) en productos farmacéutlicos ferminados.

Categoria II. Metodos analiticos para la determinacién de impurezas o
componentes de degradacion en productos farmacéuticos terminados. Estos
métodos incluyen analisis cuantitativos y pruebas limite.

Categoria Iil: Métodos a{naliticos para la determinacion de caracteristicas de

ejecucion (por ej.: disolucion, liberacién del farmaco, etc.)

18



A continuacién se presenta la informacion analitica requerida para cada

categoria de analisis.

ENSAYO
PARAMETRO | CATEGORIA CATEGORIA 1l "CATEGORIA

ANALITICO | P CUANTITATIVO | PBAS. LIMITE i
Linearidad Si Si No *
Precision TS si No Si
Exactitud Si Si > *
Intervalo Si Si * *
Lim, deteccién No No Si *
Lim, No Si No *
Cuantificacién
Especificidad Si Si Si *
Tolerancia ** Si Si Si 8Si

* Puede requerirse, dependiendo de la naturaleza de la prueba especifica.

** Robustes

3.1 DEFINICIONES

(8)

LINEARIDAD. La linearidad de un método analitico es su habilidad para asegurar

que los resultado analiticos, los cuales pueden ser obtenidos directamente o por

medio de una transformacion matematica bien definida, son proporcionales a la

concentracion de la sustancia dentro de un intervalo determinado.

19




INTERVALO. El intervalo de un método analitico estd definido por las
concentraciones comprendidas entre los niveles de concentracién superior e
inferior de la sustancia (incluyendo estos niveles), en el cual se ha demostrado

que el método es preciso, exacto y lineal.

EXACTITUD. La exactitud de un método analitico es la concordancia entre un
valor abtenido experimentalmente y el valor de referencia. Se expresa oor;mo el por
ciento de recobro obtenido del andlisis de muestras a las qué se les ha
adicionado cantidades conocidas de la sustancia. |
/

PRECISION. La precisién de un método analitico, es el grado de concordancia
entre resultados analiticos individuales, cuande el procedimiento. se aplica
repetidamente a diferentes muestreos de una muestra homogénea del producto.
Usualmente se expresa en términos de Desviacién Estén&ar o del Coeficiente de
Variacion. /

La precision es una medida del grado de reproducibilidad yfo repetibilidad del

método analitico bajo las condiciones normales de operacion.
a) REPETIBILIDAD. Es la precisiéon de un método analitico expresada como la

concordancia entre determinaciones independientes realizadas bajo las mismas

condiciones {analista, tiempo, aparato, laboratorio, etc.).

20



b} REPRODUCIBILIDAD. Es la precisién de un método analitico expresada como
la concordancia entre determinaciones independientes realizadas bajo
condiciones diferentes (diferente analista, en diferentes dias, en el mismo ylo

diferentes laboratorios, utilizando el mismo yfo diferentes equipos, etc.).

4

LIMITE DE DETECCION. Es la minima concentracion de una sustancia en una
muestra la cual puede ser detectada, pero no necesariamente cuantificada, bajo

las condiciones de operacion establecidas.

LIMITE DE CUANTIFICACION. Es la menor concentracién de una sustancia en
una muestra que puede ser determinada con precisién y exactitud aceptable bajo

las condiciones de operacion establecidas.

ESPECIFICIDAD. Es la habilidad de un método analitico para obtener una
respuesta debida dnicamente a la sustancia de interés y no a otros componentes

de la muestra.

TOLERANCIA. Es el grado de reproducibilidad de los resultados analiticos
obtenidos por el andlisis de la misma ‘muestra bajo modificaciones de las
condiciones - normales de operacién, tales como diferentes temperaturas,'
columnas, lotes de reactivos, sistemas de elucién, tipos de empaque (soporte,

- fase estacionaria, efc.), condiciones ambientales, etc.
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ROBUSTES. Es una medida de la capacidad de un método analitico de
permanecer inalterado por pequefias pero deliberadas variaciones en los

parametros, {10)

Provee una indicacion de confiabilidad de un método analitico de uso normal.

by



CAPITULO 4
PARTE EXPERIMENTAL



4.1 EQUIPO Y MATERIAL

- Cromatografo de liquidos Beckmian

a) Bomba modelo 126

b} Inyector automatico 502 (detectc;r de arreglo de diodos)

¢) Detector de absorbancia‘ U.V. de longitud de cnda variable Mod. 168

d} Programa System Gold Versién 8.1

- Sistema de filtracion para disolventes:

a) Membrana millipore tipo HVLP 0.45 micras para filtrar solventes orgénicos y
acuosos |

b} Papet filtro Whatman No. 1

¢) Bario de ultrasonido ' S

d) Matraces volumétricos 25, 50 100 ML |

e) Equipo de filtracidn millipore

4.2 REACTIVOS

&) Agua destilada grado CLAR

b) Acetonitrilo grado CLAR

¢) Fostfato de potasio morobésico

d) Hidréxido de potasio al 45 por ciento

8} Amoxicilina trihidratada esténdar de referencia

23



4.3 DETERMINACION DE AMOXICILINA EN CAPSULAS DE GELATINA DURA

4.3.1 PARAMETROS INSTRUMENTALES

Piluente: 13.6'g de fosfato de potasic monobésico en 2000 mL de agua grado
CLAR, sjustarapH=510.1

Fase Movil:  Diluente - Acetonitrila (96 . 4) filtrada y degasificada

Velocidad de flujo: 1.5 mL/min

Columna: De acero inoxidable de 7.5 cm (longitud) y 3 mm (didmetro }nterno)
empacadas con particulas esféricas de silica de 5 n de didmetro,
recubiertas con octadecilsilano (Ultrasphere ODS, Beckman)

Detector: U.V a 230 nm

Volumen de inyeccion.: 20 ul

Tiempo de corrida. 2.0min

Vér el cromatograma en la pagina 40

Nota: Las condiciones cromatdgraficas descritas se aproximan a los paréfnetros

éptimos.  Sin embargo en base al equilibrio del sistema, a las variaciones de la

columna, la elucién del componente puede variar su tiempo de retencion.

4.3.2 PREPARACION DE SOLUCIONES

Solucién de Referencié:

Pesar con exactitud alrededor de 30 mg de esténdar de amoxicilina trihidratada
(ajustada con su humedad), y transferirlo cuantitativamente a un matraz
volumétrico de 50 mL, adiciona( aproximadamente 20 mL dp diluente y someter a

la accién de ultrasonido hasta completa disolucién {(aprox. 15 min), llevar a
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volumen con e diluente y mezclar. Transferir cuantitativamente una alicuota de 5
mL a un matraz volumétrico de 50 mL ilevar a volumen con e} diluente y mezc!a;'.

Solucién Problema: .
Pesar el contenido de 20 capsulas, obtener el peso promedio, pulvérizar y
mezclar el polvo, por duplicado pesar con exactitud aproximadamente 73 mg de
polvo (equivalente a 60 mg de amoxiciling) y transferir cuantitativamente a un
matraz volumétrico de 100 ml, agregar 50 mL de diluente y someter a la accion
de ultrasonido hasta completa disolucidén.(aprox. 15'min) llevar a volumen con el
dituente y mezclar. Filtrar con papel Whatman No. 1 descartando los primeros 20

ml, transferir cuantitativamente una alicuota de 5ml. a un matraz volumétrico de

50 mb, llevar a volumen con el diluente y mezclar,

Concentracion tedrica del estandar y la muestra £ 60 microgramas/ mL;
Cada cépsula contiene:
Amoxicilina trihidratada

equivalente a 500.0 mg de amoxicilina base,

Acdisol 6.2 mg
{croscamelosa sbddica)

Estearato de Magnesio 12.0 mg
Lactosa c.b.p. 505.0 mg
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4.3.3 ANALISIS

Equilibrar el cromatégrafo a las condiciones de operacién establecidas, hasta
tener una linea base estable e inyectar por duplicado 20 pul de solucidn estandar
y de solucién problema.

Al término del analisis lavar la bomba y la columna con 100 ml de agua grado
CLAR y luego con 50 ml. de acelonitrilo - agua (60:40)., y registrarse en la

bitacora de uso de columna y equipo (anexo 1).

4.3.4 CALCULOS
Medir con exactitud la respuesta ( drea o altura de los picos) del estandar y la
muestra, calcular la cantidad de Amoxicilina con la siguiente formula:

mg de amoxicilina fcap.= __ Am* W std *FD *P std * W prom

Astd *Wm ™ 100
Donde:
Am = Area del pico de la muestra
Astd = Area del pico del estandar

FD Factor de dilucién = FD muestra/FD estéandar — aforos/falicuoctas
Wm = Peso de la muestra en mg

Psid = Potencia dei estandar en %

Wprom = Peso promedio de cdpsulas en mg/cap.

Wstd = Peso del estandar en mg
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4.3.5 VALIDACION DEL METODO

E! método analitico a validar corresbonde a la categoria | de acuerdo a la ICH, por
lo tanto, los parémetros a evaluar fueron los siguientes:

LINEARIDAD DEL SISTEMA

. Este parametro se determina, construyendo una curva de calibracidn
{concentracién Vs respuesta 'medida), utilizando cuando menos 5 diluciones,
preparadas a partir de una misma solucion patrén, y haciendo el analisis cuando
menos por duplicado para cada dilucion.

En la tabla | se muestran los resultados obtenidos y su andlisis estadistico.
Criterio:

CV<15%,r=0.99 *>098

PRECISION DEL SISTEMA

Se determina por el énélisis sextuplicado de una misma solucion estandar
correspondiente al 100 % establecido en la linearidad del sistema.

En la taba 1l se muestran los resultados obtenidos y su andlisis estadistico.
Criterio: |

CV=15%
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LINEARIDAD DEL METODO

Se determina a partir de placebos adicionados de cm;ando menos 3 diferentes
cantidades de la sustancia de interés, (placebos cargados), cada uno.de manera
independiénte, haciendo el analisis por triplicado. _
En la tabla lll se muestran los resultados obtenides y su analisis estadistico.
Criterio:

Cantidad adicionada Vs cantidad recuperada: m~ 1, b~0, r* 20.98

Promedic de reccbro: 98 a 102 %

CV<20%

EXACTITUD Y REPETIBiL'IDAD AL 100 %

Se determina de, cuando menos, 8 placebos cargados de manera independiente
con la cantidad necesaria de la sustancia de interés para obtener ia
concentracion del 100 %, utilizando el método propues!o: Haciendo el andlisis en
‘ laé mismas condiciones de operacidon y por el mismo analista.

En la tabla IV se muestrar:u los resultados obtenidos y su andlisis estadistico.
Criterio:

Promedio de recobro: 98 a 102 %

CV=<20%
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PRECISION (REPRODUCIBILIDAD)
.Se determina de una muestra homogénea del producto, analizada cuando menos
por dos analistas, en dos dias diferentes y por triplicado.

En la tabla V se muestran los resultados obtenidos y su andlisis estadistico,

CV total <2.0%

ESPECIF!CIDAb

ESPECIFICIDAD PARA METODOS DE CONTROL DE CALIDAD

Con el método propuesto:

1. Analizar placebos del producto.

2. identificar la(s) respuesta(s) del({los) activo(s), y si procede, de los excipientes
ylo de ofras sustancias presentes.

Enlas figuras 1, 2, 3, 4y 5 se muestran los resultados obtenidos.

Criterio: ’

Confirmar que el método analitico desarrollado es capaz de cuantificar ié

sustancia de interés sin que exista interferencia de otras sustancias presentes.

ROBUSTES

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA

Se determina mediante la comparacién de los resultades de los analisis iniciales
de 3 muestras, con los obtenidos de las mismas | muestras después de
permanecer por un tiempo determinado en diferentes condiciones.

En la tabla Vil se muestran los resultados obtenidos y su analisis estadistico,
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Criterio:

La muestra es estable, si el IC para la diferencia de la media de la muestira con
respecto a la media del andlisis inicial incluye &l valor de cero y/o el valor de la

media para el factor | se encuentra entre 98 - 102 %.

ESPECIFICIDAD
El método analitico es especifico para la determinacidn de amoxicilina en
cépsulas ya que de acuerdo al cromatograma obtenido en el placebo {no hay

respuesta alguna, ver figura 2) por o que la respuesta obtenida solo se debe a la

sustancia de interés.
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4.3.6 RESULTADOS

TABLA
LINEARIDAD DEL SISTEMA
CONCENTRACION EN ng/mL RESPUESTA MEDIDA EN lFACTOR RESPUESTA
A PARTIR DE LA SOLUCIGN PATRON AREA
480139 17.5455 0.365521
54.0156 19.9007 0.368687
60.0174 22.1366 0.366933
66.0191 24,3469 0.368882
72.0208 26.4488 0.367334
m = 4.4936 X =0.3678
b=0.7913 DE =0.0014
r=0.9997 CV =0.3992
= 0.8995

Cumple con ef criterio ya que CV < 1.5%; r » 0.99; r* > 0.98
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TABLA Il

PRECISION DEL SISTEMA

No. DE INYECCION . RESPUESTA MECIDA FACTOR RESPUESTA
(AREA)
1 22.0985 0.368297
2 221122 0.368526
3 22.2138 0.370221
4 , 1 22.1454 0.368079
5 22.1188 (.368636
6 22.1136 0.368549
DE = 0.00070 /
X =0,3688
CV = 0.1900

Cumple con el criterio ya que el CV < 1.5%
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TABLA Iif
LINEARIDAD DEL METODO

Tabla de cantidad adicicnada contra cantidad recuperada

CANTIDAD ADICIONADA CANTIDAD RECUPERADA % RECUPERADO
{w/mL) . (wmb)
Xi= 48.0202 48,0068 100.14
48.1433 100.23
48.2385 100.43
X;=60.0366 60.1551 100.20
60.2284 100.32
60.1350 100.33
X3=12.0430 71.8887 90.78
72.1081 100.09
72.1042 100.08

Nota: X; = 100%

X=100.18% Cumple con ¢l criterio ya que ﬁlzt b=0, r’=0.98
DE = 0.18494
Cv=0.1846

X=60.1332

b=10.4478

m = 0.9941

F=0.9999

P = 0.9999
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TABLA IV

EXACTITUD Y REPETIBILIDAD AL 100 %

No. DE MUESTRA % DE RECOBRO ‘

1 100,12

2 99.96

3 100.23

C 4 100:18

5 ' 10021

6 \ 100.14
DE = 0.0982

X= 100.14

CV = 0.0981

Cumple con el criterio de aceptacion ya que el promedio de recuperacién se

encuentra dentro del 98 - 102 %, y el CV < 2%.




TABLA V

PRECISION (REPRODUCIBILIDAD)
Datos de reproducibilidad en %

ANALISTA
U NG (o]
D u 97.74 97.34
N 97.67 95.66
H 0 97.95 97.01
D 97.33* 96.99
A 0 97.53 86.72
[ 97.57 96.70
* Ejemplo: para analista 1 dia 2
23016725 341 2 8785 5918
RS * - = 486,67 mg/cip=07.33%
23485730 714 100
X = 97.367 CV = 0.664% DE = 0.646
TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA (ANADEVA)
Fuente de | Gradosde | Sumade Media de F F
variacion libertad cuadrados | cuadrados cal 0.05*
Analista 1 2.5891 2.5891 6.3329 38.51
Fa Fgla/gid
Dia 2 0.8176 0.4088 2.7326 6.06
Fd Fgld/gle
Error 8 1.1969 01496 | ----- -
interpretacion: ‘

Ya que Fa < F gla/gld; 0.05 El método analitico es reproducible por los analistas.

Ya que Fd < F gld/gle; 0.05 El método analitico es reproducible en distintos dias

por un mismo analista.
Repetibilidad del método analitico: 0.3867
Media aritmética total: 97.36
Desviacion estandar total: 0.6469
Coeficiente de variacién total: 0.6642 %
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TABLA VI

ROBUSTES
ESTABILIDAD DE LA MUESTRA
l.as condiciones a las que se someti¢ la solucién para el estudio de estabilidad,
fueron las siguientes:
a) Temperatura ambiente durante 3, 6, 12 y 24 horas.
b) Refrigeracion durante 24 horas.
¢} Protegido de la luz durante 24 horas.
Se utilizé una solucion de referencia recientemente preparada a cada tiempo de
re;anélisis, las determinaciones las realiz6é un mismo analista.

Datos de estabilidad (%)

CONDICION! TIEMPO
INICIAL | TA 3h | TA6h |TA12h | TA.24h | Ref.24h { Osc.24h

97.33 97.36 86.42 93.29 92.01 94.89 93.21

97.53 97.40 96.43 94.35 92.87 95.11 93.41

97.57 97.30 96.62 94.29 92.62 95.14 93.32

CONDICION INTERVALO DE C. FACTORI

Temperatura ambiente durante 3 horas -0.305 a 0.065 99.86 %
Temperatura ambients durante 6 horas -1.2092-0.750 98.98 %

1 Temperatura ambiente durante 12 horas| -4.320a-2.679 96.40 %
Temperatura ambiente durante 24 horas| -5.580 a -4.349 94.90 %
Refrigeracién (2 °C) durante 24 horas -2682a-2177 96.83 %
Protegido de |a luz durante 24 horas -4.176 a - 4140 95.72 %

- Conclusion: La muestra es estable sclamente a temperatura ambiente durante 3
horas.




FIGURA 1: CROMATOGRAMA DE LA FASE MOVIL
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FIGURA 2: CROMATOGRAMA DEL PLACEBO
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FIGURA 3: CROMATOGRAMA DE LA SUSTANCIA DE REFERENCIA DE
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FIGURA 4: CROMATOGRAMA DE LA MUESTRA DE CAPSULAS DE

AMOXICILINA
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ROBUSTES
FIGURA 5: CROMATOGRAMA DE LA MUESTRA ANALITICA A

TEMPERATURA AMBIENTE DURANTE 36 HORAS
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ANEXO 1

BITACORA DE USO DE COLUMNA

NOMBRE Y NUMERQ DE COLUMNA

DATOS DE LA COLUMNA

FECHA DE APERTURA

Fecha |[Producto| Lote | Fase | Fasede |Tiempo | Analista | Observaciones
de Movil lavado | de uso

1 andlisis
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BITACORA DE USO DE EQUIPO

No. EQUIPO

DATOS DEL EQUIPO

{Detector, bomba, inyector)

VERSION DEL

SOFTWARE

Fecha |Produclo
de

analisis

Lote

No Presion | Tiempo | Analista | Observaciones
columna de uso ) 0 pardmetros

medidos
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CAPITULO 5
DISCUSION DE RESULTADOS Y CONCLUSIONES



Con base en los resultados obtenidos en los diferentes parametros de validacion
evaluados, se concluye que el método analitico para determinar Amoxicilina en
capsulas cumple con;

- Linearidad del sistema

Puesto que se obtuvo un coeficiente de correlacién mayor a (.99 y la variacion
fue menora 1.5 % en los intervalos de concentracién empleados de Amoxicilina

(80 a 120%).

- Precision del sistema
Ya que se obtuvo un coeficiente de variacion menor a 1.5 % al hacer 6

inyecciones consecutivas de la solucién correspondiente al 100 %

- Linearidad del métado

Por que se obtuvo un coeficiente de determinacion mayor a 0.98 ¥ un caeficiente
de variacién menor af 2 % y el por ciento de recobro estuvo entfe 98y 102 % al
analizar los placebos a 3 diferentes concentraciones (80, 100 y 120 %) de la

cantidad etiquetada.

- Exactitud y repetibilidad &l 100 %
Ya que se obtuvo un coeficiente de variacién menor al 2 %, y los premedios de
recobro estan entre 98 y 102 %, al analizar placebos cargados al 100 %, en las

mismas condiciones de operacién y por el mismo analista.
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* - Precision (reprodiucibilidad)
Ya que se obtuvo un coeficiente de variacion menor al 2 %, y cumplié con el
andlisis de varianza, cuando se analizaron muestras de producto, poi' los

analistas en 2 dias diferentes y por triplicado.

- Espscificidad para control de calidad
Ya que la respuesta obtenida en el cromatograma, es exclusiva del principio

activo de interés (Amoxicilina).

- Estabilidad de la muestra
La muestra es eslable solamente dentro de las 3 horas posteriores a su

preparacion.

- Por lo tanto, el presente método analitico para cuantificar Amoxicilina por CLAR,
es confiable y se puede utilizar para valorar Amoxicilina en capsulas en proceso y

producto terminado. (13)
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