
6F 
“4 . 

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA 
pet wah 

DE MEXICO = 
wos (       

  

FACULTAD DE QUIMICA is,” 

Merle edb fick. 

FAC, De QUE IS 

  

VALIDACION DE METODOS CROMATOGRAFICOS 

(HPLC) PARA CUANTIFICAR CLORHIDRATO DE 

AMBROXOL Y AMOXICILINA TRIHIDRATADA EN 

DOS FORMAS FARMACEUTICAS: CAPSULAS Y 

SUSPENSION, 

T E S I § 
PARA OBTENER EL TITULO ODE: 

QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGA 

P R E § E N T A 

LUCRECIA LOZANO CRUZ     
ASESOR DEL TEMA: PROF. ISAURA LUISA CARRERA GARCIA 

wuuggmpemme «MEXICO. D.F. FEBRERO DE 1998 

TESIS CON 15 BAS 
FALLA DE ORIGE



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN 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 imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



JURADO ASIGNADO: 

Presidente: 

Vocal: 

Secretario: 

ter.Suplente: 

2do Suplente: 

PROF.ISAURA LUISA CARRERA GARCIA. 

PROF. ROSA LORENIA MORA-TOVAR Y CHAVEZ. 

PROF. MARIA TERESA BUENTELLO. 

PROF. NORMA TRINIDAD GONZALES MONZON. 

PROF.GEORGINA MARGARITA MAYA RUIZ. 

El tema se desarrolld en los laboratorios Promeco S.A de C.V. 

SUPERVISOR TECNICO: 

Ddhiora I. Cranodes 2 
Q.F.B ADRIANA GRANADOS PEREZ. 

ASESOR: 

    
UISA GARRERA GARCIA. 

SUSTENTANTE: 

ip) 
LUCRECIA LOZANO CRUZ 

 



Gracias dios por estar conmigo en todos los momentos, gracias dios por 
permitirme concluir con este trabajo. 

El presente trabajo se los dedico a mis Padres Ma.Cristina Cruz de Lozano 
y Julio Lozano Pérez , a mi esposo Fernando Morales Y, quienes con su 
apoyo y comprensién me han ayudado a lograr una de mis metas. 

Quiero agradecer a mi compahera de trabajo Elvira Rios S. el haber 
invertido tiempo en avudarme en aprender lo referente a HPLC. 

Especialmente quiero ugradecer a mi asesora Prof.lsaura Luisa Carrera.G 
por su tiempo y sus consejos. que fueron la base para que vo pudiera 
lerminar con mi tesis. 

Tambien quiero agradecer a mis hermanos, compaiteros de trabajo y a mi 
Jefe Homero Flores por alentarme a terminar mi Tesis. 

 



INDICE 

INTRODUCCION 

OBJETIVO 

capiruLos 

I} GENERALIDADES DE LOS PRINCIPIOS ACTIVOS 
1.0 Amoxicilina trihidratada. 
2.0 Ambroxol clorhidrato. 

II) CROMATOGRAFIA 
1.0 Tipes de cromatografias. 
2.0 CLAR, generalidades. 
3.0 Descripcién general de un sistema HPLC. 
3.2 Descripcién del equipo utilizado. 

TIT) ROTOCOLO DE VALIDACION 
. Q Definicién 

o Alcance 
oO Pardmetros de validacién: 
1 Linearidad del sistema: definicién, 

procedimiento, cAlculos, criterios de 
aceptacién. 

3.2 Precisi6én del sistema: definicién, 
procedimiento, c&lculos, criterios de 
aceptacién. 

3.3 Linearidad del método: definicién, 
procedimiento, cAlculos, criterios de 
aceptacién. 

3.4  Exactitud del método:definicién, 
procedimiento, c4lculos, criterios de 
aceptacién. 

3.5  Precisién del método: definicién. 
3.5.1 Repetibilidad al 100%: definicién, 

procedimiento, cdlculos, criterios de 
aceptacién. 

3.5.2 Reproducibilidad:definicié6n, Pprocedimiento, 
cAleulos, criterios de aceptacién. 

6 Especificidad. 
7 Estabilidad de la muestra: c4lculos, 

eriterios de aceptacién. 

Pag 

13 
18 
19 

22 
23 
24 
25 

27 

28 

34 

34 
36 

338 

40 
41



Iv) 

v) 

METODOS ANALITICOS 

1.0 

INFORME 

1.0 
li 

1.2 

we
 

~
O
 

Método analitico para cuantificar el 
contenido de amoxicilina trihidratada 
en cépsulas. 

Método analitico para cuantificar el 
contenido de amoxicilina trihidratada 
en suspensién. 

Método analitico para cuantificar el 
contenido de ambroxol clorhidrato en 
capsulas. 

Métode analitico para cuantificar el 
contenido de ambroxol clorhidrate en 
suspensién. 

DE VALIDACION 

Linearidad del sistema: 
Linearidad del sistema de amoxicilina 

ridratada. 
dad del sistema de anbrexsl 

      
   ema de amexicilina 

t
o
r
u
r
u
 

a 
ec
t 

Precisi6n del sistema de ambroxol 
clorhidrato. 
Linearidad del método: 
Linearidad del método analitico de 
amoxicilina trihidratada capsulas. 
Linearidad del método analitico 
de amoxicilina trihidratada suspensién. 
Linearidad del método analitico de 
ambroxol clorhidrato cApsulas. 
Linearidad del método analitico de 
ambroxol clorhidrato suspensién. 
Exactitud del método: 
Exactitud del método analitico de 
amoxicilina trihidratada c&psulas. 
Exactitud del método analitico de 
amoxicilina trihidratada suspensién. 
Exactitud del método analitico de 
ambroxol clorhidrato cApsulas. 
Exactitud del método analitico de 
ambroxol clorhidrato suspensién. 
Precision del método: 
Repetibilidad al 100 4%: 
Repetibilidad al 100 & del métode 
analitico de amoxicilina trihidratada 
c4psulas. 

Repetibilidad al 100 % del método 
analitico de amoxicilina trihidratada 
suspensién. 

43 

43 

48 

48 

52 

53 

55 

57 

58 

59 

61 

63 

65 

67 

68 

69 

70 

71 

72 

 



Repetibilidad al 100 % del método 
analitico de ambroxol clorhidrato 
cApsulas. 
Repetibilidad al 100 ¢ del método 
analitico de ambroxol clorhidrato 
suspensién. 
Reproducibilidad : 
Reproducibilidad del método analitico 
de amoxicilina trihidratada cdpsulas. 
Reproducibilidad del método analftico 
de amoxicilina trihidratada suspensién. 
Reproducibilidad del método analitico 
de ambroxol clorhidrato caépszlas. 
Reproducibilidad del método analitico 
de ambroxol clorhidrato suspensién. 
Especificidad del método: 
Especificidad del método analitico 
de amoxicilina trihidratada capsulas 
Especificidad del método analitico 
ge amoxicilina trihidratada suspensién. 
Especificidad del método analitico de 
ambroxol clorhidrato cApsulas. 
Especificidad del método analitico de 
ambroxol clorhidrato suspensién. 
Tolerancia del método: 
Estabilidad de la muestra analitica para 
el m&tode analicico de amox 
trihidratada capsulas. 
Estabilidad de la muestra analitica para 

el método analitico de amoxicilina 
trihidratada suspensién. 
Estabilidad de la muestra analitica para 
el método analftico de ambroxol 

clorhidrato capsulas. 

Estabilidad de la muestra analitica para 
el m&étodo analitico de ambroxol 
clorhidrato suspensié6n. 

      

CONCLUSIONES 

ANEXOS 

1.0 
2.0 

Tabla de solubilidades. 
Prueba de las columnas utilizadas 
en las validaciones de los métodos 
amoxicilina trihidratada y clorhidrato 
de ambroxol en capsulas y suspensié6n. 

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 

73 

74 

78 

76 

77 

78 

79 

79 

87 

a7 

95 

96 

97 

98 

99 

106 
107 

ilo



INTRODUCCION 

VALIDACION DE METODOS ANALITICOS 

Es extraordinaria la evoluci6n tan rApida de la validacién de métodos 

anal{ticoa que se ha dado en la Gltima década. 

En los 40's se dieron log lineamentos para poder realizar una validacién 

de métodos analiticos y en los 60's se introdujo este concepto en 

nuestro paisa. 

La validaci6n de métodos anal{ticos se ha vuelto una necesidad en la 

industria Farmacéutica, dado el incremento de nuevos productos para la 

salud y con ello el requerimiento de métodos de an4lisis apropiados 

(1,2). 

Con la participacién de México en el " Tratado de Libre Comercio “, para 

poder ampliar nuestro mercado, es necesario cumplir con la reglamenta- 

cién de otros paises para alcanzar una “ Calidad Mundial para Nuestros 

Productos ”. 

La validacién de métodos analiticos se basa en principios cientificos 

adecuados, que han sido optimizados para propésitos prdcticos de 

medicién. Es un proceso mediante el cual queda establecido, por estudios 

de laboratoric, que la capacidad del método satisface los requisitos 

‘para las aplicaciones analiticas deseadas, dando como resultado datos 

analiticos itiles y confiables (2,3,4,5). 

La capacidad del método se expresa en términos de par4metros analiticos 

como son (3): 

Precisién. 

Linearidad.



Exactitud. 

Especificidad. 

Limite de Deteccién. 

Limite de Cuantificacié6n. 

Estabilidad de la Muestra. 

Para realizar una validacién se debe de contar con (6): 

1) Un método de anflisis apropiado, en el cual se establecen todas 

las condiciones de anA&lisia por ejemplo: pH, tiempo de agitacié6n, 

sustancia de referencia, etc. 

2) Un protocolo de validacién en donde se resumen procedimientos y 

eriterios para los trabajos de laboratorio. Estos criterios y 

procedimientos serfn uniformes con respecto a los empleades en las 

demés validaciones de métodos dentro de la organizacién, y éstos 

a su vez de acuerdo a los pardmetros establecidos por 

organizaciones como Secretaria de Salud de México o la FDA en 

EUA. 

3) Al finalizar la validacién deberA elaborarse el informe de 

validaci6én, con informaci6én Gtil y clara, para los usuarios y 

autoridades. Dejando por escrito todo lo referente a la 

validacién. 

AGn cuando se trate de industrias transnacionales , es necesario la 

validacién de métodos analiticos que se desarrollen en laboratorios 

instalados en otros paises, ya que se debe comprobar que con las 

condiciones locales como por ejemplo: disolventes, columnas, analistas, 

equipos, etc,los métodos son confiables dentro del intervalo 

determinado



OBJETIVO 

El objetivo de esta tesis es validar los métodos analiticos siguientes: 

s Método para anflisis de contenido de amoxicilina trihidratada en 

suspensién que también contiene clorhidrato de ambroxol. 

= Método para anAlisis de contenido de amoxicilina trihidratada en 

cA4psulas que también contienen clorhidrato de ambroxol. 

= Método para andlisis de contenido de clorhidrato de ambroxol en 

suspensién que también contiene amoxicilina trihidratada. 

= Método para andlisis de contenido de clorhidrato de ambproxol en 

cApsulags que también contienen amoxicilina trihidratada. 

En los métodos propuestos se utiliza la técnica de HPLC ( High Pressure 

Liquid Chromatography) . 

Se pretende establecer que la capacidad de los métodos mencionados, 

cumplan los requisites para ser utilizados como métodos de rutina en el 

laboratorio de andlisis quimicos de los Laboratorios Promeco S.A de C.V. 

 



CAPITULO I 

GENARALIDADES DE LOS PRINCIPIOS ACTIVOS 

1.0 AMOXICILINA TRIHIDRATADA. (3,9,10,22,23) 

Nombre quimico: 

Fdrmula condensada: 

Masa Molecular: 

Formula desarrollada: 

4 Oo 1 

Aspecto: 

Olor: 

NH - C - CH a. 

- eS | 
0 

Acido 6-(D(-)-amino-a-p- 

hidroxifenilacetamido]-penicilanico. 

4-tia-l-azabiciclo-(3.2.0Jheptano-2-4cido 

carboxflicdé, 6-{[amino-(4- 

hidroxifenil)jacetil 

amino]~3,3-dimetil-7-oxo,trihidrato[2s -{2 , 

5,6 ](28*)]. 

C1gHygN305S - 3#20 

439.49 (amoxicilina trihidratada). 9 

365.41 (amoxicilina anhidra) 

  

r° a4 \Lo - 3 E20 

Polvo de color blanco o casi blanco, microcristalino. 

Sustancia casi inodora o inodera.  



Solubilidad: Ligeramente soluble en agua y metanol. 

Précticamente insoluble en cloroformo, 

acetonitrilo,benceno, é&ter. Soluble en 

soluciones alcalinas dilufdas. 

Identificacién: 1.Cromatografia de capa fina (C.C.F), sistema:butanol- 

acido acético glacial-agua (50.0:1.5:10.0), Rf 

aproximado 0.25. 

2. Reaccién colorida con Ecido cromotrdépico. 

3. Reacelén colorida con icnes de 

Cobre. (reaccién de Fehling). 

  

4. Reaccién colorida con ani y nitrito de 

  

     

socio. 

pH: 3.5 - 5.5 (disoluci6n acucsa al 2 $) 

tid de agua: 11.5 - 14.0% por 1 método de Karl Fisher. 

Farmacologfa: (12,13) Este farmaco es una peal ina samisincrética. 

  

Se sintetiz6 varios afios después de la 

ampicilina. En 1971 Neu y Winsell, publicaron 

  cilina tienen 

  

gue la amoxicilina y la ancl 

espectro antibacterial semejante. Otras 

publicaciones (14), reportaron que la 

amoxicilina es mejor abscrbida , produce 

mayores niveles en sangre y se efecto es m&s 

prolongado que con la ampicilina. La amoxicilina 

se utiliza ea infecciones de vias  



  
respiratorias altas provocadas por: 

Staphylococcus aureus beta-hemolitico y 

Streptococcus pneumonie, contra infecciones 

causadas por especies de 

Neisseria,HaemSphilus influenzae, 

N.gonorrhoeae, §.marcescens. La amoxicilina 

es m4s estable en jugo gfstrico que la 

ampicilina (15). 

Es efectiva en tratamientos de sinusitis, 

otitis media. También en el tratamiento de 

infecciones del tracto urinario, infecciones 

no complicadas causadas por microorganismos 

de la familia Enterobacteriaceae de las 

cuales Escherichia coli es la especie mds 

comin. 

 



2.0 CLORHIDRATO DE AMBROXOL. (9,11,23,24,25) 

Nombre quimico: Clorhidrato de trans-é~-[ (2-amino-3,5- 

dibromobencily amino}-ciclohexanol. 

Masa Molecular: 414.6. 

: 

Férmula, condensada: C1 3HygBr2N20 * HCl. 

Férmula Desarrollada: 

    

er Ne 

, 

cuig-iti-{ 

er 

Aspecto: Sustancia cristalina, de color blanco o casi 

blanco, 

Glor: Sustancia practt inodora. 

Identidad: -il.- Espectroscopia U.V en HCl 0.01N 

A (1%, 1cm)(244 na) aprox 

240. 

2.- Temperatura de fusién: 235° - 240 °c 

{con descomposicién). 

3.- C.C.F, sistema tolueno-isopropanol~ 

hidréxido de amonio (80:20:0.2). Rf 

aproximado de 0.5 

 



Solubilidad: 

PE: 

Contenido de agua: 

Farmacologfa: 

4.~Identificacién del cloruro con nitrato de 

plata. 

Soluble en metanol; 

Poco soluble en etanol y agua; 

ligeramente soluble en Acide acético 

glacial; 

practicamente insoluble en cloroformo. 

4.5 - 6.0 (solucién al 1%). 

Como maximo 1.0 %, determinada por el método de Karl 

Fisher. 

La asociacién de ambroxol clorhidrato y 

amoxicilina trihi¢ratada es efectiva en 

afecciones de las vias respiratorias. El 

ambroxol es un mucorregulador fluidificante 

de las secreciones bronquiales. 

Favorece el incremento de fluidos del tracto 

respiratorio, fluidificando la secrecién 

bronquial y estimulando la produccién de 

surfactante bronquial.  



CAPITULO IZ 

  

  

  

  
  

  

  

  
  

        
  

  

  

  

  
    

      
  

CROMATOGRAFIA 

1.0  Tipos De Cromatografia: 

CROMATOGRAFIA 

Cromatografia 
Cromatografia 

de Gases 
Liquida 

COLUMNA 

Gas-Liquido Gas-Sdlido 

Intercambio = Exclusién 

Ténico 

| 
Fase Fase 

Normal Reversa 

Liquido/Liquido Liquido/sélido 

Particién Adsorcién 

Cromatografia Cromatografia 

Papel Capa Fina 

  

 



lea Cromatografia de Gases: {1,7) 

1.1.1 Cromatografia Gas/Liquido: 

Esta técnica se fundamenta en el coeficiente de particién de 

los compuestos afines a la fase mévil y a la fase 

eastacionaria. 

La fase estacionaria est4 compuesta por un soporte inerte 

como por ejemplo: tierras de silice cubierta por una fase 

liquida. La fase mévil es un gas inerte, puro de bajo costo 

como por ejemplo: N2, He y sirve para transportar la mezcla 

de compuestos a separar. 

Cromatografia Gas/Sélido: 

Esta técnica se basa en la adsorcién entre los compuestos 

acarreados por la fase mévil que es un gas y una fase 

estacionaria que es un sdélido. 

1.2 Cromatografia de Liquidos: (1,7) 

1.2.1 Cromatografia Intercambio Iénico: ~ 

Esta técnica se basa en la interaccién entre los iones de la 

mezcla a separar que se encuentran en la fase mévil y los 

sitios iénicos del empaque de la fase estacionaria, la cual 

se compone de resinas catiénicas que son resinas unidas a 

A&cido sulfanflico, o resinas ani6nicas unidas a aminas 

cuaternarias. 

Esta técnica es ampliamente utilizada en la separacién de 

aminodcidos. 

Cromatografia de Exclusién: 

Se basa en el masa molecular del solute. La fase 

10  



1.2. 

1.2. 

3 

4 

estacionaria es un gel con una superficie inerte porosa. Las 

moléculas pequefias entran en los poros de la fase 

estacionaria quedando retenidas. Las moléculas grandes no 

pueden ser retenidas y pagan libremente a través de la 

columna, las moléculas pequefias gon retenidas y las 

moléculas medianas interaccionan con la columna. La técnica 

se ha desarrollado principaimente en el an&lisis para 

polimeros y materiales bioldgicos. 

Cromatografia Fase Normal: 

Esta técnica se fundamenta en la particién del soluto entre 

dos disolventes inmiscibles. La fase mévil esta compuesta 

por un disolvente no polar como por ejemplo: hexano, 

¢loroformo, cloruro de metilo. La fase estacionaria gon 

columnas polares. La técnica es particularmente dtil en la 

geparacién de compuestos débilmente polares, especialmente 

isémeros. El orden de interaccién de los compuestos con la 

columna depende de la polaridad de ellos, los no polares no 

interaccionan, los débilmente polares interaccionan y los 

polares quedan retenidos en ia columna. 

Cromatografia Fase Reversa: 

Esta técnica se fundamenta en la particién del soluto entre 

dos disolventes inmiscibles. A diferencia de la fase normal 

la fase m6évil es polar como por ejemplo: agua, metanol, 

etanol, acetonitrile, tetrahidrofurano y la fase 

estacionaria es no polar, la mas comunmente utilizada es 

ectadecil aflica ( R=(CH2)i17CH3 ). 

il  



El orden de interaccién de los compuestes con la columna 

depende de la polaridad de éstos. Los polares no 

interaccionan con la columna, los débilmente polares 

interaccionan y los no polares se retienen en la columna. 

La fase estacionaria no polar, hace que el sistema sea muy 

Gtil para la separaci6n de compuestos org4nicos. En una 

mezcia de compuestos orgdnicos que tengan pequefias 

diferencias en sus estructuras o sus sitios de unién, el 

grado de interacci6n con la columna es diferente para cada 

uno. Existen adem4s opciones para escoger el disolvente 

adecuado para la muestra. La selectividad y el tiempo de 

retencién de los componentes de la mezcla pueden ajustarse, 

alterando el grupo unido a la silica del empaque de la 

columna. (16) 

Cromatografia Papel: 

Esta técnica se basa en el coeficiente de particién de las 

sustancias a separar entre la fase estacionaria que es un 

papel humedecido con disolvente y la fase mévil que se 

encuentra en una cA4mara que es saturada previamente. Hay 

varios tipos, segin la forma de correr de la muestra: 

ascendente, descendente, dos direcciones, radial. 

Cromatografia Capa Pina: 

Esta técnica se basa en el fenémeno de adsorcién de los 

compuestos de una mezcla, entre la fase estacionaria que es 

la silica gel sobre un soporte que puede ser vidrio,aluminio 

© papel, y la fase mévil que es un disolvente o mezcla de 

12  



disolventes con la que ha sido previamente saturada la 

camara. Se utiliza regularmente como prueba de identidad, 

colocando junto con la muestra a identificar,la sustancia de 

referencia y calculando el Rf de ambas. 

Cromatografia De Ligquidos De Alta Resolucién (CLAR © HPLC): 

Se basa principalmente en la instrumentacién, y las distintas 

propiedades de los liquidos como por ejemplo: valores de difusién, 

viscosidad, polaridad, acidez. 

Par4metros importantes en la técnica de HPLC: 

El equipo para HPLC, cromatdégrafo de liquideos, se ilustra en la 

figura 3, 

Sistemas de Gradientes: 1})Isocratico: durante todo el tiempo que 

se lleva a cabo la cromatografia ,la composicién de la fase mévil 

es constante. 2)Gradiente de elusién: cuando la relacién de 

volGmenes de la fase mévil sufre cambios, el efecto neto del 

gradiente de elusién es disminucién en el tiempo de retencién de 

compuestos fuertemente retenidos en la columna.(1,16) 

La Fase Mévil: 

Su composicién es una de las variantes que influyen en la 

separaci6n. La fase mévil deberd: 

(a) Ser pura; libre de contaminantes. 

(b) No reaccionar con el empaque de la columna. 

(c) ‘Ser compatible con el detector. 

(a) Disolver la muestra. 

(e) Tener una baja viscosidad. 

(f) Ser comercialmente disponible. 

13  



  

Preparacién de la Fase Mévil: 

Precauciones:Todes los trabajos de preparacién de la fase mévil 

deben realizarse bajo campana de extraccién rya que algunos 

disolventes son sumamente téxicos por ejemplo: metanol y 

acetonitrilo. (16) 

Recomendaciones: (1,16) 

(a) 

(b) 

(e) 

(4) 

(e) 

(£) 

(g) 

any 

Utilizar disolventes HPLC. 

Medir con exactitud todos los volimenes, ya que minimas 

modificaciones en la composicién, provocan cambios en 

el comportamiento de la separacién. 

Utilizar recipientes de vidrio para la preparaci6n y 

almacenamiento. 

Filtrar la fase mévil, a través de una membrana de 0.45 

micras,para quitar posibles particulas suspendidas, las 

cuales causan linea base ruidosa y tapan las columnas. 

Para evitar la disolucién de gases atmosféricos como Oo 

COz, que pueden reaccionar con el analito, o interferir en 

la deteccién,desgasificar la fase mévil, utilizando un bafio 

de ultrasonido por 5 min, para eliminacién de microburbujas. 

No dejarla envejecer. 

Controlar el pH cuando sea necesario . 

Utilizar agua de alta pureza, destilada, libre de 

Pparticulas, sin contaminantes orgAnicos, sin contaminacién 

microbioldgica. Las impurezas pueden causar picos fantasmas 

Columnas: {1,3,16,17} 

Estructura: 

14  



La pared interior de la columna debe ser lisa y¥y guimicamente 

Neutra. Se emplean tubos de acero, empacados con particulas de 

tamafio de 4-10 micras. Las particulas son silicagel modificado, ya 

sea con numerosos grupos hidroxilos, o también con alquil silanos 

de 18, 8 y 2 A&tomos de carbono, RP18, RP8 y RP2 respectivamente. 

G-si- on a §-si- % “ 
. _», 

-si- on cY ‘R -si- o% \r 

R= Cig, Cg, C2- 

Las columnas tienen un difmetro interior y longitud variable. 

Modificando el pH de reaccién durante la preparacié6n de la 

silicagel para las columnas, se obtienen Particulas de diferentes 

formas: con una reaccién a un PH de 7.0 a 8.1, se obtienen 

particulas irregulares, quebradas, de reaccién neutral a 

ligeramente Acida, por ejemplo Lichrosorb. 

Con una reacci6én a un pH de 3.0 a 6.6 y de Bla 9.9, se 

obtienen particulas esféricas, Lichrospher, de reaccién levemente 

&cida por ejemplo: nucleosil; o b&sica hipersil. 

Recomendaciones: (16,17) 

(a) Es conveniente contar con una columna para cada producto y 

con otra de reserva, ya que cambiar continuamente la 

composicién de la fase mévil y su pH acorta sensiblemente el 

tiempo de vida de la columna. 

(b) Acondicionar la columna, para obtener cromatogramas 

reproducibles. Como minimo debe pasarse durante 30 min fase 

mévil a través de la columna. Se han obtenido buenos 

resultados condicionando la columna durante toda la noche a 
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{c} 

{d) 

{@) 

(f) 

una velocidad de fluje de 0.1 ml/min. 

Es importante lavar las columnas después de cada anflisis. 

Utilizar una mezcla de agua y disolvente 1:1; el disolvente 

puede ser metanol o acetonitrilo, segin el disolvente 

utilizado en la fase m6vil. 

Almacenar las columnas en un lugar libre de vibraciones y 

cerrado. 

Documentar su uso, nimero de inyecciones y fase mévil 

utilizada en la columna. 

Determinar el tiempo de vida de la columna; ésto es el 

nimero total de inyecciones que se pueden realizar en la 

columna, obteniendo datos confiables y reproducibles. 

El objetivo de la cromatograffa es la separacién de los 

componentes de una mezcla dentro de un tiempo razonable, a través 

de una columna, dando como resultado bandas o picos a diferentes 

tiempos. La resolucién entre estos picos puede calcularse con la 

siguiente ecuacién: (1,3) 

Donde: 

Re 2¢ty fy) 

Wy +H, 

tr = tiempo de retencién del pico 1 y 2— 
respectivamente. 

W = el ancho del pico (ver fig 1). 

- 
Sra

 n
ga
rn
 

  

  T1499 ————> 
Figura 1. 
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Si la resolucién es 0.4 6 menor, la forma del pico no es clara y 

probablemente existan dos o m4s componentes. Con valores de 

resolucién arriba de 0.5 ge obtendraén picos capaces de identificar 

el nGmero de componentes, pero éstos probablemente no estén bien 

separados. Se necesita un valor de resolucién cercano a 1.0 para 

obtener picos claramente separados y puedan ser cuantificados los 

componentes de una mezcla. 

CAlculo del factor de asimetria: 

  

factor de asimetria. 

distancia del frente del pico hasta el m&xime en 

S% de la altura del pico. 

ver figura 2. 

Donde: 

n
e
t
 

   
one dawaat 

Sn eo 

Pico simétrico 
Figura 2. 

El valor de "t" no debe exceder a 2.5, en caso de tener un valor 

arriba de 2.5 el cAlculo del drea del pico puede ser inexacto 

Porque el punto donde el pico vuelve a alcanzar la lf{nea bAsica 

es diffcil de integrar; si el valor de "t" es muy cercano a 1.0 se 

obtienen picos simétricos y fdcil de ser integrados. 
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(e) 

(4) 

{e) 

(f) 

‘Es importante lavar las columnas después de cada andlisis. 

Utilizar una mezcla de agua y disolvente 1:1; el disolvente 

Puede ser metanol o acetonitrilo, segiin el disolvente 

utilizado en la fase mévil. 

Almacenar las columnas en un lugar libre de vibraciones y 

cerrado. 

Documentar su uso, namero de inyecciones y fase mévil 

utilizada en la columna. 

Determinar el tiempo de vida de la columna; esto es el 

nimero total de inyecciones que se pueden realizar en la 

columna y obtener datos confiables ¥ reproducibles. 

El objetivo de la cromatografia es la separacién de los 

componentes de una mezcla dentro de un tiempo razonable, a través 

de una columna dando come resultado bandas o picos a diferentes 

tiempos. La resolucién entre estos Picos puede calcularse con la 

siguiente ecuacién: (1,3) 

Donde: 

R= Aty, * fa) 

w,tW, 

R =resolucién 
tr =tiempo de retencién de los picos 1 y 2. 
W =amplitud de la base de los picos de los componentes 
ly 2. 

  

   



  

Si la resolucién es 0 4 6 menor, la forma del pico no es clara Y 

probablemente existan dos o m4s componentes. Con valores de 

resoluci6n arriba de 0.5 se obtendr4n picos capaces de identificar 

el nimero de componentes, pero estos probablemente no estén bien 

separados. Se necesita un valor de resolucién cercano a 1.0 para 

obtener picos claramente separados y puedan ser cuantificados los 

componentes de una mezcla. 

Calculo del factor de asimetria: 

t= aes 
2f 

Donde: tes factor de asimetria. 

f= anchura del pico medida entre el m&ximo y el 
frente del pico para la misma altura del pico 
ver figura 2. 

Wo.05 = anchura del pico para un 5% de altura. 

(oT | 

| 
| 
i 

i 
h 

| 
| 

    

e 
Pico simétrico 

Figura 2. 

El valor de "t" no debe exceder a 2.5, en caso de tener un valor 

arriba de 2.5 el calculo del 4rea del pico puede ser inexacto 

porque el Bunto donde el pico vuelve a alcanzar la linea bA&sica 

es dificil de integrar, si el valor de "t" es muy cercano a 1.0 se 

obtienen picos simétricos y f4cil de ser integrados.  



  
3.0 

La eficiencia de la columna est& en funcién de parémetroa como 

por ejemplo: disolvente, velocidad de flujo, tamafio de particula 

del empaque de la columna, 1a viscosidad del disolvente. La 

eficiencia de la columna se describe por el nimero de platos 

teéricos °N". 

Calculo de N: 

N= 16(fk)? = 5.518. y 
w Win 

Dende: N= niémero de platos teéricos. 
tr= tiempo de retencién. 
w= ancho del pico. 
(ver figura 1). 

Como el niimero de platos teéricos es proporcional a la longitud de 

la columna, es preferible tener una medida de la eficiencia que 

sea independiente a la longitud de la columna como es "H" 6 "HETP" 

{height equivalent to theoretical plate), se relaciona con el "N" 

como se muestra en la ecuacién: 

HoHETP=E . 

Donde L* longitud de 1a columna en mn. 
N= nfimero de platos teéricos. 

Equipo Utilizade 

Componentes bdsicos de un sistema HPLC: (3,8,13,) 

  (Bomba __}—fnyector_ }-(Columna }+Detector } [Manejo de datos | 
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Componentes generales de un sistema HPLC. 

Funci6n de los componentes: 

a} 

b)} 

e) 

d) 

Bomba: Proporciona un flujo constante de fase mévil durante 
un rango amplio de tiempo. 

Inyector: Sistema para introducir la muestra la columna. 
Columna: Es donde se lleva a cabo la separacién. 

Detector: Para medir la cantidad de cada componente de la 
muestra que eluye de la columna. 

Los cromatografos pueden contar con otros componentes como por 
ejemplo: 

e) Automuestreador: sirve para facilitar la operacién de los 
an4lisis maéltiples. 

£) Bombas mGltiples: son para trabajar con gradiente de 

elusién. 

g) Horno para columna: es donde se Puede mantener constante a 
diferentes temperaturas 

Equipo: Cromatografo de liquides Beckman ( figura 3). (18) SISTEMA GOLD 
Automuestreador Beckman 507 
Modulo de bombas programables Beckman 126 Detector programable Beckman 166 

Descripeién del Sistema: 

El sistema Gold maneja tres niveles de interaccién y de control: 

Primero. El Sistema Gold es usado como controlador Para el 

equipo de HPLC, coordina la opezacién de cada médulo, bomba, 
automuestreador y detacter, el sistema eg compatible con 

otros hardware. 
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a Segundo: Se usa para reunir los datos de la muestra que se 

eatA corriendo y para reportarlos. En la memoria se 

a@lmacenan las condicicnes de diferentes andlisis. 

s Tercero: E) Sistema Gold es un Gtil procesador de muestras, 

porque cada cromatograma o reporte puede ser almacenado en 

un disco. 

Consiate en médulos individuales: automuestreador, bombas, 

detector. 

Toda la operacién de los par4metros estin bajo el control de 

un proceaador central.£l Sistema Gold utiliza una simple 

Computadora personal para el control y adquisicién de datos, 

reporte,etc. 

Computadora personal IB AT,PS/Z series, las partes importantes de 

la computadora son: 

a) La unidad del sistema, conteniendo el procesador, memoria, y 

drives 

b) Zl monitor,el cual despliega los cromatogramas, programas e 

infermacién 

e) El teclado para introducir datos de la muestra o ejecutar 

acciones. 

da) Interfase serial Beckman, la cual provee de informacién 

, entre 

la computadora y los médulos 

ae) El mouse, para una f4cil operacién 

f) La impresora, utilizada para el reporte de cromatogramas y 

resultados 
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Los problemas mis comunes causados por los componentes de un 

cromatégrafo son: (1,16,17) 

a) Bomba: tiempos de retencién erréneos, linea base ruidosa, 

picos extrafios. Cromatogramaa defectuosos por fugas en las 

conexiones. Las fugas se pueden detectar por formaci6n de 

cristales en las conexiones. Es recomendable realizar 

mantenimiento preventivo. 

b) Inyector: fugas, capilares tapados, sellos gastados, 

inyectores no reproducibles, loops semilleros provocan 

alturas de pico variables, picos divididos y picos anchos. 

c) Columna: 

¢.1) El deterioro de la columna causa problemas en log anAlisis 

dando formas de pico indefinida; picos dividides, hombros, 

pérdida de resolucién, disminucién de los tiempos de 

retencién y alta contrapresién. El deterioro puede ser por 

que se han acumulado contaminantes en el filtro poroso de 

acero sintetizado (frit) a la entrada de la columna, o 

porque se forman huecos, canales o depresiones en la cama de 

la columna. 

c¢.2) Las columnas empacadas con tamafios de particulas diferentes 

© de poro grande provocan ensanchamiento de picos o una 

elusién retardada. 

¢.3) Una columna que en la entrada tiene los espacios activos 

ecupades {recargada) forma picos m4s anchos en la rama 

ascendente que en la descendente. 
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¢.4) Columnas con entrada (frit) obstruida o con un canal en la 

entrada, da picos debles en todas las sustancias mostradas 

en el cromatograma., 

¢.S) Frits obstruidos, provocan una presi6én alta en el sistema 

¢.6) Frit defectuoso a la salida de la columna, provoca que el 

material de relleno sea arrastrado de forma continua a 

través de él. 

da) Detector: de dos tipos mecinicos y eléctricos. Los 

mec&nicos, en este caso dptices, se localizan generalmente 

en la celda de flujo y son: fugas, burbujas y contaminacién. 

Estos procucen picos extrafios o ruido en la linea base del 

cromategrana. 

Funcionamiento en forma general de un equipo HPLC: 

La muestra ya disuelta, se introduce ayuddndose de un inyector, 

en la parte superior ce la columna. La muestra interacciona dentro 

e@a la columna 

  

siendo acarreada cor la fase mévil que es impulsada 

por tna homba. Los componentes que tienen mas afinidad por la 

colui 

  

tardan mas en salir. El detector da una sefial por cada 

componente separado, esta sefial se visualiza en el monitor y 

puede mandarse a imprimir. 

  

      Mo! 
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CAP{TULO III 

1.0 

PROTOCOLO DE VALIDACION 

Definicién: (2,3,19,20} 

Se debe establecer un protocolo de validacién que es la guia para realizar 

la validacién de elo los métodos analiticos, en 61 se describen las 

pruebas necesarias para validar un método analitico, los par4metros 

estadisticos a considerar y los criterios de aceptacién que se 

establecen. 

La validacién de métodos analiticos, es el 

tablece que el método validado es adecuado 

analiticas deseadas. 

Alcance: 

Los métodos a validar son: 

Validacién del método de cuantificacién de 

suspensién. 

Validacién del método de cuantificacién de 

capsulas. 

Validacién del método de cuantificacién de 

suspensién. 

Validacié6n del método de cuantificaci6n de 

capsulas. 

La descripcién detallada de los Métodes a validar se encuentra en el 

Capitulo Iv. 
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proceso mediante el cual se es- 

para las aplicaciones 

amoxicilina trihidratada en 

amoxicilina trihidratada en 

clorhidrato de ambroxol en 

clorhidrato de ambroxol en 

 



3.0 Parfmetros de la validacién: (2,3,5,6,19,20) 

Los parémetros de validacién en una técnica se aplican segiin la 

categor{a de los métedos. La tabla I relaciona la categoria de los 

métodos con los pardmetros de validacién. 

Categorias de métodos y pardmetros a efectuarse: 

Categoria I Métodos para: 

1.) Ensayos de materias primas: principios activos, 

preservativos, antioxidantes, estabilizadores,etc. 

Categorfa II: 

1.) Impurezas en las materias primas. 

2.) Impurezas en el producto final, por ejemplo: productos 

de descomposicién, productos de biosintesis, 

componentes vol&tiles,componentes extractables, etc. 

Categoria Ila: 

Si el método se utiliza para cuantificar cualquiera de 

la categoria II. 

Categoria IIb: 

Si el método se utiliza como prueba limite de cualquiera 
de los mencionados en la categoria II. 

Categoria III: 

Métodos adicionales cuantitativos para la caracterizacié6n 

ftisicoquimica del producto final, por ejemplo: disolucién. 
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TASLA I 

Relacién entre categoria de métoedos y pardmetros a realizar. 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

              
  

caTEGoRiA 

PARSMETROS 1 Ila IIB III 

Selectividad/Especificidad Si Si Si bcc 

Exa: tud Si $i No pec 

Reretibilidad Si No No Dcc 

Resroducibilidad si No No bec 

idad si Si No bcc 

te de Detecci6n No Si No pec 

Limite de Cuantificacién No Si No Dec 

Rudeza Si bcc pce bce. 

Especificidad Si $i si pec 

DCC = Dependiendo del caso. Si el método lo r 

  

El criterio a seg nto de los pardmetros de 

  

ir para el establecis 

  

validacién es segin el Laboratorio y el tipo de método que se va a 

rabajo se encuentran 

  

Por lo tanto, los parametros y el orden en el que van a efectuarse, es 

el siguiente: 

3.1 Linearidad del sistema: (6,19,20,21,22) 

Definicién: La linearidad de un Sistema es la comprobacién de que los 

resultados analiticos son prerorcianales a la concentracién 

de la sustancia a medir, denzro de un intervalo determinado. 

 



Dando una relaci6én lineal que se puede expresar como: 

y * mx + by 

Procedimiento: 

Calculos: 

Construir una curva de calibraci6én de concentracién contra 

respuesta medida con el principio activo que ha sido previamente 

analizado y aprobado, 

Construir la curva cuando menos con cinco diferentes 

concentraciones: SO, 80, 100, 120 y 150 %. Considerando el 100% la 

concentracién del principio activo en ta solucién final a 

analizar, que proporciona una respuesta adecuada dependiendo del 

método a cuantificar. 

Realizar el andlisis para cada punto por triplicado. 

Preparar las muestras siguiendo el método de andlisis. 

Tabular como valor de "x" las concentraciones del analito y coma 

valor de "y" la propiedad medida. 

Graficar los valores tabulados. 

Calcular: Ix, Ly, Ex2, Ly’, Txy. 

Calcular el coeficiente de determinacién: 

rt (n(Zxy) ~ (Ex) (Ey) ]? 

((Ex?) - (Ex) 2) [n (Ey?) -(Zy) 2} 

Calcular el coeficiente de regresién: 
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Calcular para cada una de las muestra de los puntos de la curva el 

factor F: 

Prix) 
Donde: y= propiedad medida. 

x= concentracién de la dilucién de la solucién patrén. 

Calcular: IF y Ir, 

Calcular la media del factor F: 

  

Calcular la Desviacién est4ndar del factor F: 

DE= WNOFS-(or* 
N(N-1) 

Calcular el coeficiente de variacién: 

DE cve FE x100 
F 

Criterio de Aceptacién: 

cvs 1.5%. 

xr 20.99 

r? 2 0.98 

Precisién del sistema: (6,19,20,21) 

Definicién: £s el grado de concordancia entre resultados analiticos 

individuales que presentan una dispersién tipica tras una 

repetida aplicacién de solamente el analito. 
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Procedimiento: 

Céleulos: 

Preparar seis muestras al 100 % con el principio activo que ha sido 

previamente aprobado, 

Conaiderando el 100 % el punto medio de la linearidad. 

Tabular como valor de “x" las concentraciones del analito y como 

valor de “y" propiedad medida. 

Calcular: Ey, Zy*.~ 

Calcular la media de "y™: 

  

Calcular el coeficiente de variacién: 

DE CV===x100 
¥ 

Criterios de aceptacién: 

vs1.5% 

3.3 Linearidad del método: (26,19,20,21) 

Definicién: La linearidad de un método analitico es la capacidad para 

asegurar que los resultades analiticos son proporcionales a la 
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concentracién de la sustancia a medir, dentro de un intervalo 

determinado. Dando una relacién lineal que se puede expresar 

como: 

y =m +b, 

Procedimiento: 

CAleulos: 

Determinar la linearidad del métedo con placebos, adicionandoles 

concentraciones conocidas del principio activo de interés, cuando 

menos a cinco concentraciones diferentes. 

Utilizar las siguientes concentraciones para la determinaci6n: 50, 

80, 100, 120 y 150 &. 

Se considera el 100 % a la concentracién de la solucién final de la 

muestra a analizar que proporciona una respuesta adecuada, de 

acuerdo a lo descrito en el método de anf&lisis resapectivo. 

Realizar el an&lisis para cada concentraci6én por triplicado. 

Preparar las muestras siguiendo el método de an&lisia respective. 

Tabular las concentraciones de la cantidad adicionada "x" y como 

valor de "y* el % recuperado . 

Graficar los valores tabulados, 

Caleular: Ex, fy, Ex?, Ey’, Ixy. 

Calcular la pendiente “m": 

m= tExy) - (Ex) (Ey) 
(Ex?) = (Ex)? 
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- Calcular la ordenada al origen “b" : 

prl=y) -m(=x) 
- n 

- Calcular el error est4ndar de regresién " § y/x “? 

  

Donde: ¥ = valor calculado de y de acuerdo a la ecuacién y=mx+tb. 

- Calcular el coeficiente de determinacién : 

~ 2 rs (n(2xy) ~ (2x) (Ly) } 

“[n (Ex?) = (Ex) 2] (n (Ey?) ~ (Zy) 2] 

> Calcular el coeficiente de regresién: 

r=V 2 

Para calcular los limites de confianza para la pendiente con una 

probabilidad de error como maximo de 5 %, realizar los siguientes 

c4lculos, utilizando el modelo matem&tico "t" de Student. 

- Calcular el error estAndar “SM" para “m", 

Site si —— 
Af ¥)? 

Donde: x= media de x.  



Determinar en la tabla de la distribucién de "t" de Student el valor 

para t para el nivel de confianza deseado y (n-2) grados de 

libertad. 

Calcular el intervalo de confianza para "m" con la siguiente 

ecuacién:. 

TCM=ms C (eoo.0,g,2en-2) (SMO 

Para calcular los limites de confianza para "b" con un nivel de confianza 

del 95 % realizar los siguientes cAlculos, utilizando el modelo matemitico 

de "t" de Student. 

Calcular la desviacién estandar “S3" de ia ordenada "b”. 

  

Determinar el valor de "t" en la tabla de distribucién de "t" de 

Student, para el nivel de confianza deseado con (n-2) grados de 

libertad. 

Calcular el intervalo de confianza para "b" con la siguiente 

ecuacion: 

TCB*b2 0 (e09,03.9.44n-2) (53) 

Intercepto relativo “IR". 

IR== 
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Para el c&leulo del CV realizar las siguientes operaciones: 

- Calcular el porciento recuperade para cada punto. 

x Ra (2100 

- Calcular: ER, IR; . 

  

- Calcular el promedio de R. 

go Ea) 

- Calcular la DE de R. 

pen| ERT ERE 

- Calcular el CV para R. 

cvs DEx100 
R 

Criteriozs de Aceptacién: 

- Estableciendo pruebas de "t“ de Student para la pendiente “m" 

Ho: mey donde p=l hipétesis nula. 

a hipétesis alterna. 
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bad Calcular la “t" experimental. 

t —(m-n) (2 E)n-i 

cale” "Sy, 

Donde: p= pendiente teérica= 1 

Relacién critica bilateral con un nivel de significancia e<=0.05 

para "mM": 

ta/2 < teale < ti-a/2 (con n-2 grades de libertad). 

Si tcale < t tablas» y cumple con lo establecido en la regién 

critica bilateral , la hipétesis de nulidad no se rechaza. 

- Estableciendo prueba de "t" Student para la ordenada al origen 

"hb". 

Ho: b=8 donde fiz hipétesis nula. 

Hi: b $B hipétesis alterna. 

Calcular la “t" experimental. 

  

Donde: A = ordenada tedrica = 0 

Regién critica bilateral con un nivel de significancia de a-0.05 

para “b". 

ta/2 © teale < ti-a/2 (con n-2 grados de libertad) 

Si teale < t tablas, y cumple con lo establecido en la regién 

critica bilateral la hipétesis de nulidad no se rechaza. 

- r? 2 0.98. 
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r 20.99. 

Promedio de recuperacién esta entre 98 - 102 %. 

cv s 2.04 

Utilizar los dates obtenidos en las muestras de 80, 100 y 120 & de 

3.4 Exactitud del método: (26,19,20,21,22) 

Definicién: La exactitud de un método analitico es el grado de 

concordancia entre los valores obtenidos experimentalmente 

respecto al valor de un estAndar de referencia. Se expresa 

como el porciento de recobro obtenido en las muestras 

analizadas. 

Procedimiento: 

Célculos: 

la prueba de linealidad. 

Calcular los porcientos recuperados, en base a la cantidad 

adicionada de cada punto. 

R= (4) 100 

Tabular los porcientos recuperados (X). 

Calcular: Ex, Ex2 . 

Calcular el promedio de xX. 

Calcular la desviacién est4ndar (DE) de X. 

_a {NCEX?) = (EX)? 
DE= N(N-1) 
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- Calcular el coeficiente de variacién(CV) para xX. 

ceva DEXL00 

~" Calcular el intervalo de confianza para una regi6én de aceptacién o 

de rechazo del 95 %, con una significancia del 0.05, con la 

siguiente ecuaci6n: 

DE 
1C#Rel eeo.ss.g.200-0} A 

- Buscar el valor de to,95 en las tablas de la de “t“ de Student 

para n-i grados de libertad, y a=0.05. 

Criterios de Aceptaci6n: 

- La media del porciento recuperado se encuentra entre 98-102 %. 

- Hacer la prueba de hipétesis para la media: 

Ho: X=p 

donde p= 100 ¥ media teérica poblacional. 

Ay: X= 

Calcular la "t" experimental, con la siguiente ecuacién: 

X- 
ee 

> DENA 

Buscar el valor de "t" teérica en las tablas para n-1 grados de 

libertad y un nivel de significancia a=0.05. Comparar el valor de 

texp Y ttab- 

Si to.025 < t exp < t0.975- 

No se rechaza Ho y el método se puede considerar exacto con un 

a=z0.050. 
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- El valor de Cv s 2.0 %. 

3.5 Precisién del método: (26,19,20,21,22) 

Definicién: La precisién de un método es el grado de concordancia entre 

resultados analiticos individuales cuando el método es 

aplicado repetidamente a una muestra homogénea del producto. 

Se expresa usualmente en términos de Desviacién Est4ndar o 

del Coeficiente de Variacién. La precisi6n es una medida del 

grado de reproducibilidad y/o repetibilidad del método 

analitico bajo las condiciones de operaci6n descritas en 61 

3.5.1 Repetibilidad al 100 %: 

Definicién: Es la concordancia obtenida entre determinaciones 

independientes realizadas bajo las mismas condiciones de 

trabajo: analista, Laboratorio, equipo, tiempo, etc. 

Procedimiento: 

- Realizar las determinaciones con placebos cargados. 

- Preparar por sextuplicado lo correspondiente al 100 4%, siguiendo 

el método correspondiente. 

- Tomar como 100 % la concentracién de la muestra final a analizar. 

- Realizar el anAlisis bajo las mismas condiciones de trabajo y un 

solo analista. 

CAleulos: 

- Calcular los porcientos recobrados, en base a la cantidad 

adicionada de cada punto. 
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R=(Z)100 

" Tabular los porcientos recobrados (X). 

Calcular: EX, BX, . 

Calcular: el promedio dé xX. 

<@ (2X) 
® N 

Calcular la DE de X. 

  

Calcular el CV para xX. 

DEx100 CVs SEXLUY 
xX 

Calcular el intervalo de confianza para una regién de aceptacién o 

de rechazo del 95 %, con una significancia del 0.05, con la 

siguiente ecuacién: 

IC=Rs ty 55 (221 
i 

Vi 

Buscar el valor de tos, en las tablas de la de “t" de Student para 

n-1 grados de libertad, y a=0.05. 
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Criterios de Aceptacién: 

- La media del porciento recuperado se encuentra entre 98-102 %. 

- Hacer la prueba de hipétesis para la media: 

  

Calcular la "t” experimental, con la siguiente ecuacién: 

Xow 
exp” DE/{n 
  t, 

Buscar el valor de "t" teérica en las tablas para n-1 grados de 

libertad y un nivel de significancia 6=0.05. Comparar el valor de 

texp Y ttab- 

Si to.025 < t exp < 0.975: 

No se rechaza Ko y el método se puede considerar exacto con un 

a=s0.050. 

- El valor de Cv < 2.0%. 

3.5.2 Reproducibilidad: 

Definicién: Es la precisién de un métado analitico expresada como la 

concerdancia encontrada entre ceterminaciones 

independientes, realizadas bajo diferentes condiciones de 

trabajo: diferente analista, diferente dia, mismo y/o 

diferente equipo, etc. 
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Procedimiento: Realizar las determinaciones con placebos cargados 

- Preparar seis soluciones con el 100 % de acuerdo-a lo indicado en 

el método de anélisis, con la formulacién del producto. 

- Realizar el ensayo por dos analistas - 

- Tabular los porclentos recuperados de los dos analistas; analista 

1 (%1), analista 2 (X2). 

CAlculos: 

- Caleular las siguientes sumatorias: 

“sx (Exit8xa), EXa, 2x2. °° 

- . calcular Ex?, Media de X, y la D-E: 

- Calcular el C.Vt 

- Reproducibilidad interanalista: 

Calcular: La suma de cuadrados del analista: 

EX 42= (£X,) 24 (EXy) 2 

Calcular la Varianza debida al Analista: 

gta eke EX? 
a6. 32 

Donde: 6 es el No. de replicaciones. 

12 es el No. de analistas por el No. de réplicas. 

- Calcular la Varianza debida al Método: 

2, EX (EK2/6) 
4 10 

Donde 6 es el No. de réplicas. 

10 = (Ne. de replicas- 1) No.de analistas. 

~ Calecular Fo: 

fy
 is 

° 

a
 

Se
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Criterios de Aceptacién: 

- El C.V Ss 2.0 &. 

- Hacer Prueba de Hipétesis : 

Hg : No debe modificarse el porciento de Recuperacién, 

cuando el método analitico es realizado por el analista 

(1) © @) analista (2). 

H] : Se modifica el porciento de Recuperacién, cuando el 

método analitico es realizado por el analista {1) 0 el 

analista (2). 

Rechazar la Ho si : 

Fo > FP tab (a= 0.05, g.lw 1, g.l= 10 ) 

- Si la Hipétesis nula (Ho) se acepta y el C.V est4 dentro del valor 

esperado , el método es reproducible. 

3.6 Especificidad del método: (6,19,20) 

Definicié6n: Es la capacidad de un método analitico para obtener una 

respuesta debida Gnicamente a la sustancia de interés, en 

presencia de las demas sustancias de la formulacién. 

Procedimiento: (Método indicador de control de calidad) 

- Preparar soluciones, siguiendo el método analitico correspondiente 

al principio activo de interés de las siguientes muestras: 

1.-Sustancia de referencia. 

2.- Placebo. 

3.- Formulacién completa del producto. 

Criterios de Aceptacién: 

- Si @1 método analitico es capaz de separar la sustancia de 
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interés, sin la interferencia de otras sustancias presentes en la 

formulacién, el método es etpecifico. 

3.7 Estabilidad de la muestra analitica: (6,19,20) 

  

Definicién: Es la propiedad de una muestra en proceso de andlisis de 

conservar constante la propiedad medible, después de un 

tiempo de ser almacenada en determinadas condiciones. 

Procedimiento: 

- Preparar por triplicado muestras segin indique el métedo 

analitico. ” 

- Cuantificar las muestras. ‘ 

~ Almacenar las muestras en refrigeracién, aproximadamente a 6 + 1° 

C. durante 3 dias. Condiciones necesarias en el laboratorio de 

solucién ce referencia recientemente preparada. 

- Efectuar el andélisis un solo analista. 

~ Tabular los resultados iniciales y les finales de las muestras 

analizadas. 

Caéleulos: 

> Calcular la Media inicial My y la media final Mj. 

- Calcular la Varianza inicial Sg y la final $3. 

- Calcular la Varianza Ponderada siguiendo la ecuacién: 

2 . 
2 255425: aoe 

Se:* Feat) 

Donde c= namero de cemparaciones 
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- Calcular el Intervalo de Confianza: 

I.C={M) 20,559    
Donde: 

ttab™ valor de t de Dunnet con ¢ comparaciones y 2(c+1) 

grados 

de libertad y una probabilidad acumulada del 0.975. 

- Para el C.V calcular el Factor I para cada muetra con la siguiente 

ecuacién: 

A 
r=5%+100 

Ano 

Donde: . 

Agy™ Anflisis final de la muestra analitica % on a 

determinada condicién. 
Ag © Anflisis inicial de la muestra analitica n. 

n « No. respectivo de la muestra analitica por ejemplo 1,2 

y3. 

Caleular la Media del Factor I: 

weZL 
N 

Donde: 

N= No. Total de muestras analiticas cuantificadas = 3 

Criterio de Aceptaciéa: 

- La muestra analitica es estable si: 

* En el intervalo de confianza incluye el valor de cero. 

* El valor de la Media para el Factor I se encuentra dentro 

del intervalo de 100 + 2 &. 
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CAPITULO IV 

METODOS ANALITICOS 

Método Analitico para Cuantificar el Contenido de Amoxicilina 

Trihidratada en Cépsulas y en Suspensién. 

CAPSULAS 

Férmula: 

Cada capsula contiene: 

Amoxicilina trihidratada equivalente a..... s00 mg de 

amoxicilina anhidra 

Clorhidrato de ambroxol.. eee 30 mg 

  

Excipiente C.D.p. sec ceeereresrerecererece 1 cApsula 

SUSPENSION 

Polvo para resuspender 

Férmula: 

Cada frasco contiene: 

Amoxicilina trihidratada equivalente a.....4.5 9 de 

amoxicilina anhidra_ 

Clorhidrato de ambroxol........ tee cee eee +.0.270 g 

ExcipLent@ C.D. Pecceccesssccssecsseceresers dh GF 

METODO: 

Cromatografia liquida de alta resolucién. 

REACTIVOS: 

Fosfato monobdsico de potasio,R.A. NaH2P04- 

Agua destilada (*)- 

(*) Previamente filtrada por filtro de 0.45 micras. 
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SOLUCIONES: 

Solucién de referencia: 

La solucién de referencia para cApsulas y suspensién se prepara de la 

misma manera. 

Pesar 40.0 mg de una sustancia de referencia de amoxicilina 

trihidratada. 

Transferir en un matraz volumétrico de 100 ml. 

Agregar 50 ml de fase mévil, agitar ligeramente. 

Sonicar durante 10 min. 

Llevar a volumen con fase mévil. Mezclar. 

Filtrar con una jeringa, una unidad de filtracién que se adapte 

ala jeringa y un filtro para soluciones acuosas de 12 mm de 

diémetro del tipo HV de 0.45 micras (Millipore No. de catalogo 

HVLP01300). 

Solucién Muestra: 

La soluci6n muestra para cA4psulas se prepara de la siguiente manera: 

Triturar el contenido de 20 cApsulas , en un mortero. 

Pesar aproximadamente 44 mg (el equivalente a 40 mg de amoxicilina 

trihidratada), del polvo triturado. 

Transferir en un matraz volumétrico de 100 ml. 

Agregar 50 ml de ia fase mévil. Mezclar. 

Sonicar durante 10 minutos. 

Lievar a volumen con fase mévil. Mezclar. 

Si es necesario filtrar por pape] Wattman # 1. 

44  



~ Filtrar de la misma manera que la solucién est4ndar. 

La soluci6n muestra para la suspensién se prepara de la siguiente 

manera: 

~ Triturar el contenido de los frascos, en un mortero. 

- Pesar aproximadamente 280 mg (el equivalente a 40 mg de amoxicilina 

trihidratada), del polvo triturado. 

- Transferir en un matraz volumétrico de 100 ml. 

~- Agregar 50 ml de la fase mévil. Mezclar. 

- Sonicar durante 10 minutos. 

- Llevar a volumen con fase mévil. Mezclar. 

- Si es necesario filtrar por papel Wattman # 1. 

~ Filtrar de la misma manera que la solucién de referencia. 

CONDICTONES CROMATOGRAFICAS: 

Para cAépsulas y suspensién son las mismas condiciones 

“cromatograéficas: 

Columna: 

Material: Acero inoxidable 316. 

Longitud:12.5 cm. 

Diadmetro interno: 0.4 cm. 

Fase estacionaria: Lichresorb RP-18.5 micras (Merck). 

Fase mévil: 

- Fosfato Monobasico de potasio 9.1 g/l 

PH = 4.5. Ajustar si es necesario con HCl 0.1 N 6 NaOH 0.1 N. 
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Temperatura: 

~ Ambiente 

Caudal: 

- 2.0 ml/minuto. 

Detector: 

~ Longitud de onda 220 nm. 

- Sensibildad 250 mAUFS 

Volumen de inyeccién: 

~ 10 microlitros. 

ADECUARILINAD DEL. SISTEMA CROMATOGRAFICO: 

Determinar la adecuabilidad del sistema cromatogr&fico : 

- El factor de simetria debe ser menor de 2.5. 

- El tiempo de retencién debe ser aproximadamente de 3.9 min. 

Ver el cromatograma No. 2, en especificidad del método. 

~ Inyectar primero la fase mévil (blanco); después la solucién de 

referencia por triplicado y determinar el coeficiente de variacién, el 

cual no debe ser mayor a 1.0%, inyectar entonces las soluciones 

muestra por duplicado, al final inyectar nuevamente la solucién de 

veferencia por triplicado. 

CALCULOS: 

Obtener el resultado utilizando las siguientes férmulas: 

Para cApsulas: 

Cc 2. AMX PTX PP xy POT 

AT X PM 100 
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Donde 

a miligramos de amoxicilina en base seca por capsula. 

AM = 4rea media del pico de amoxiciclina trihidratada de la 

solucién muestra. 

AT = 4rea media del pico de amoxicilina trihidratada de la 

soluci6n de referencia. 

PT = peso de la solucién de referencia de amoxicilina 

trihidratada en mg. 

PM = peso de la muestra en mg. 

POT= potencia de la sustancia de referencia base seca. 

PP= .peso promedio en miligramos del contenido de 20 

ecaépsula. 

Para suspensién: 

Donde 

AM x PT x PPT ., POT 

AT x PM 100 
S= 

a " g de amoxicilina en base seca por frasco. 

AM = Grea media del pico de amoxiciclina trihidratada de la 

solucié6n muestra. 

AT = 4rea media del pico de amoxicilina trihidratada de la 

solucién de referencia. 

PT = peso de la sustancia de referencia 

de amoxicilina trihidratada en g. 

PM = peso de la muestra en gq. 

POT= potencia de la sustancia de referencia. 

ppr = peso promedio en g del contenido de los frascos. 
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2.0 Método Analitice para Cuantificar el Contenido de ambroxol Clorhidrato 

en Cdépsulas y en Suspensién. 

METODO: 

Cromatografia liquida de alta resolucién. 

REACTIVOS: 

Fosfato de amonio monodcido,R.A. NH4H2PO,4. 

Acido fosférico,R.A. HaPO4. 

Agua destilada (*). 

Acetonitrilo, calidad HPLC. 

Metanol HPLC. 

(*) Previamente filtrada por filtro de 0.45 micras. 

SQLUCIONES: 

Solucién de referencia: 

Para c&psulas y suspensién, la solucién de referencia se prepara de la 

misma forma: 

~ Pesar 15.0 mg de una sustancia de referenciade clorhidrato de 

ambroxol. 

-Transferir a un matraz volumétrico de 100 ml. 

~ Agregar 5 ml de fase m6vil, agitar ligeramente. 

- Sonicar durante 5 min. . 

- Llevar a volumen con metanol. Mezclar. 

- Filtrar con una unidad de filtraci6én adaptaéndola a una jeringa 

con un filtro de 12 mm de diaémetro del tipo FG para soluciones 

orgaénicas de 0.22 micras (Millipore, No. de cat&logo FGLP01300). 

Solucién Muestra: 

Para capsulas: 

- Triturar el contenido de 20 c4psulas en un mortero. 
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- Pesar el equivalente a 15 mg de ambroxol clorhidrato (315 mg). . 

- Transferir a un matraz volumétrico de 100 ml. 

= Agregar 5 ml de fase mévil, agitar ligeramente. 

- Sonicar durante 5 min. 

~ Llevar a volumen con metanol. Mezclar. 

- Si ea necesario, filtrar por papel Wattman # 1. 

- Filtrar de la misma manera que la solucién de referencia. 

Para la suspensién: 

- Triturar el contenido de los frascos en un mortero. 

-Pesar el equivalente a 15 mg de ambroxol clorhidrato (2 g), 

- Tranaferir a un matraz volumétrico de 100 ml. 

- Agregar 5 ml de fase mévil, agitar ligeramente. 

Sonicar durante 5 min. 

Lievar a volumen con metanol. Mezclar. 

~ Sies necesario, filtrar por papel Wattman # 1. 

Filtrar de la misma manera que la solucién de referencia. 

CONDICIONES CROMATOGRAFICAS: 

Para c&psulas y suspensi6n son las mismas condiciones cromatogréficas. 

Columna: 

Material: Acero inoxidable 316. 

Longitud:12.5 cm. 

Didmetro interno: 0.4 cm. 

Fase estacionaria: Lichrosorb RP-18.5 micras (Merck). 

Fase mévil: 

~ Transferir 1g de fosfato de amonio monodcide a un matraz   
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volum6trico de 1000 ml. Disolver con agua destilada , ajustar 

el pH a 7.5 con Acido ortofosférico diluido (6.9 ml de 4c. 

ortofosférico en 100 ml de agua destilada) y llevar a volumen 

con agua destilada. 

- Mezclar 500 ml de la soluc6n anterior con 500 ml de acetonitrilo 

HPLC. Deagasificar. 

Temperatura: 

- Ambiente 

Caudal: 

- 2.0 ml/minuto. 

Detector: 

~ Longitud de onda 250 nm. 

~ Sensibildad 128 mAUFS 

Volumen de inyeccién: 

- 20 microlitros. 

  

Determinar la adecuabilidad del sistema cromatogrAfico : 

- El factor de gimetria debe ser menor de 2.5. 

- El tiempo de retencién debe ser aproximadamente de 3.6 min. 

Ver el cromatograma No. 8, en especificidad del método. 

-Inyectar siguiendo el mismo procedimiento que se indicéd en la 

Pagina 46. 

Obtener el resultado utilizando las siguientes férmulas: 

Para c&psulas: 

_AM x PT x PPC .. PUR A — 
AT x PM 100 
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Donde : 

AT = 

PT = 

PM = 

PUR= 

PPC= 

Para suspenaién: 

Donde : 

AT = 

PT = 

PM = 

PUR= 

miligramos de ambroxol clorhidrato por capsula. 

&rea media del pico de ambroxol clorhidrato de la 

solucién muestra. 

Srea media del pico de ambroxol clorhidrato de la 

solucién de referencia. 

peso de la sustancia de referencia de ambroxol 

clorhidrato en mg. 

peso de la muestra en mg. 

pureza de la sustancia de referencia en base seca. 

peso promedio en miligramos del contenido de 20 

capsulas. 

Bs AMX PTX PPS X BUR 

AT X PM 100 

gramos de ambroxol clorhidrato por frasco. 

&rea media del pico de ambroxol clorhidrato de la 

solucién muestra. 

Area media del pico de ambroxol clorhidrato de la 

solucién de referencia. 

peso de la sustancia de referencia de ambroxol 

clorhidrato en g. 

peso de la muestra en g. 

pureza de la sustancia de referencia en base seca. 

PPS = peso promedio en g del contenido de los frascos. 
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CAPITULO V 

INFORME DE VALIDACION 

52



LINEARIDAD DEL SISTEMA PARA AMOXICILINA 

TRIHIDRATADA. 

Se construyé la curva de calibracién en el 
intervalo de 50 a 150%. 

Considerando e1 100% la concentracién del principio 
activo en la solucién final a analizar. 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

     
  

        

NIVELS AREA SANADIDO PARAMETROS 
ESTAD{STICOS 

25.0541 50.6 Media=24 .9232 
50 24.9023 50.1 n=3°* 

24.8131 50.1 
39.9752 80.6 Media=40.0413 

80 39.9793 80.4 n=3 
40.1694 80.6 
50.1154 100.6 Media=50.2515 

100 50.1287 100.8 n=3 
50.5104 101.3 
60. 121.5 Media=60.3323 

120 60.29 221.2 n=3 
60.4124 221.0 
75.4326 151.4 Media=75.3823 

150 75.4220 151.2 n=3 
75.2922 151.0 
          
Cuadro de comparacién de resultados contra los 
parametros estadisticos. 

  

  

  

  

  

RESULTADO CRITERIO 

Coeficiente de 1.07 20.99 

determinacién 

Coeficiente de 1.03 >0.98 

correlacioén 

Coeficiente de 0. 3% <1.5% 
variacién         
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LINEARIDAD DEL SISTEMA PARA AMBROXOL 

CLORHIDRATO. 

Se construyé la curva de calibracidén en el 

intervalo de 50 a 150 & . 

Considerando el 100% la concentracién del principio 
activo en la solucién final a analizar. 

  

  

  

  

  

  

  

      
  

  

  

  

        

NIVEL% AREA $ANADIDO PARAMETROS 
ESTADfSTICOS 

29.13527 50.9 Media=28.7643 
50 29.17894 50.9 n=3 

27.97856 49.6 
46.68298 80.7 Media=46.3761 

80 46.50132 80.7 n=3 
45.94408 80.7 
58.23668 100.5 Media=57.1755 

100 57.60752 99.9 n=3 
55.68229 98.5 
68.41192 119.0 Media=69.0917 

120 70,1237 121.0 n=3 
6£.754145 119.7 
89.76025 154.7 Media=89.1549 

150 88.61568 153.4 n=3 
89.08865 154.1           

Cuadro de comparacién de resultados contra los 

parametros estadisticos. 

  

  

  

  

  

RESULTADO CRITERIO 

Coeficiente de 1.07 >0.99 

determinacién 

Coeficiente de 1.03 >0.98 
correlacién 

Coeficiente de 0.9% <1.5% 
variacién         
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PRECISION DEL SISTEMA PARA AMOXICILINA 

  

  

  

  

  

  

    

TRIHIDRATADA. 

AREA % ANADIDO SRECOBRO 
90.29674 101.5 101.6 * 
89.02708 101.8 100.7 
88 .41920 101.3 99.7 
87.65015 100.8 98.9 
88.37394 101.8 100.2 
88.69462 101.0 99.6       

Cuadro de comparacién de resultados contra 
parémetros estadisticos. 

  

  

cl
 

nt
 r 

estadisticos 

i @M
]t
a 

ny
 

Resultado 

      
ficiente de 

variacién 
Co 

  
1.0% 

  
$1.5% 
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PRECISION DEL SISTEMA PARA AMBROXOL 

  

  

  

  

  

  

CLORHIDRATO. 

AREA % ANADIDO $RECOBRO 
19.22634 99.7 101.4 
19 .38393 101.0 100.8 
19.21054 100.3 100.6 
19.37107 100.3 101.5 
19.35210 101.0 100.7 
19.47875 101.7 100.7 
          

Cuadro de comparacién de resultados contra 
parametros estadisticos. 

  

      

Parametros Resultado Criterio 
estadisticos 

Coeficiente de 0.5% <1.5% 
variacién       
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LINEARIDAD DEL METODO PARA 
TRIHIDRATADA EN CAPSULAS. 

AMOXICILINA 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

        

NIVELE$ SANADIDO SRECUPERADO SRECOBRO PROMEDIO’% 

50.7 50.2 98.9 

50 51.0 390.0 98.1 99.2 
$1.0 $1.2 100.5 

81.5 81.1 99.6 
80 81.5 81.1 99.6 99.3 

80.5 81.1 100.7 
101.8 100.6 98.8 

100 101.5 100.7 99.1 99.3 

102.2 102.0 99.8 
. 121.6 121.5 99.9 

120 121.4 121.7 99.9 99.8 
122.1 121.7 99.0 

153.0 151.4 98.9 
150 152.3 150.6 98.9 98.7 

153.0 150.4 98.3           

La linea de regresién obtenida es la siguiente: 

  

  

  

  

  

  

  

  

    

y = 0.992x + 0.035. 

Cuadro de compoaracién entre resultados contra 

parametros estadisticos. 

Resultado Criterio 

Hipétesis de tO.05=1.771 texp<t 
nulidad para la texperimental=-0.45 “PST tab 

pendiente. 

Hipétesis de to. ogei.77i t t 
nulidad para la texp=0.000012 pevtab 

ordenada. 

Coeficiente de 0.999 >0.98 
determinacion. 

Coeficiente de 0.999 >0.99 
regresion. 

Promedio de 99.4% 98 a 102% 
recuperaciéon. 
Coeficiente de 0.5¢ <2.0% 

variaci6n.       

La hipdétesis de nulidad para la 

y la pendiente se aceptan. 
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LINEARIDAD DEL METODO PARA AMOXICILINA 
TRIHIDRATADA EN SUSPENSION. 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

        

NIVELS *ANADIDO SRECUPERADO %RECOBRO PROMEDIO$% 
50.8 $1.7 101.7 

50 50.8 51.6 101.3 101.6 
50.8 51.7 101.7 
81.3 81.1 99.7 

80 81.3 80.8 99.4 99.7 
81.3 81.1 99.8 
101.7 102.6 100.9 

100 101.5 100.7 99.1 99.7 
101.6 100.8 99.2 
122.0 124.2 101.8 

120 121.8 122.5 100.5 101.3 
121.3 123.6 101.4 
152.4 151.7 99.5 

150 152.4 151.2 99.2 99.5 
152.4 152.0 99.8             La linea de regresién obtenida es la siguiente: 

y = 1.000x + 0.04 7. 

Cuadro de comparacién entre resultados contra 
Pparametros estadisticos. 

  

  

  

  

  

  

  

Resultado Criterio 
Hipétesis de to.os=1.771 

nulidad para la texperimental=0.000 texpstt ab 
pendiente. 

Hipétesis de to.o5=l.771 
nulidad para la texp= 0.000007 Fexpsttab 

ordenada. 

Coeficiente de 0.999 20.98 
determinaci6n. 
Coeficiente de 0.999 20.99 

regresién. 

Promedio de 100.3% 98 a 102% 
recuperacién. 

Coeficiente de 1.0% <2.0% 
variaci6on.         

La hipétesis de nulidad para la ordenada al origen 
y la pendiente se aceptan. 
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LINEARIDAD DEL METODO PARA AMBROXOL 

CLORHIDRATO EN CAPSULAS. 

NIVEL® | SANADIDO | %RECUPERADO $RECOBRO PROMEDIO’ 
49.9 50.0 100.3 

50 48.8 49.1 100.5 100.3 
50.4 50.4 100.0 
78.4 77.3 98.6 

80 79.9 79.7 99.8 99.3 
79.9 79.7 99.6 
103.9 104.2 100.4 

100 99.3 99.2 99.9 99.7 
102.17 100.8 98.8 
119.1 119.1 100.0 

120 123.2 123.7 100.3 100.2 
123.8 123.7 99.9 
149.4 149.8 100.2 

150 152.3 152.1 $9.9 100.0 
| 150.3 150.3 100.0 
: 

La linea de regresién obtenida es la siguiente: 

y = 0.999x - 0.023. 

  

  

  

  

  

  

        

Cuacro d2 comparacién entre resultados contra 
peraémetros estadisticos. 

Resultado Criterio 

Hipotesis de to.0s=1.771 t t 
nulidad para la texperimental=-0.003 expt ab 

pendiente. 

Hipdotesis de to.ostl. 771 t t 
nulidad para la texp*-0-000003 expsttab 

ordenada. 
Coeficiente de 1.000 20.98 
determinacién. 
Coeficiente de 1.000 20.99 

regresién. 

Promedio de 99.9% 98 a 102% 
recuperacién. 

Coeficiente de 0.48 <2.0% 
variacion. 
  

La hipétesis de nulidad para la ordenada al origen 

y la pendiente se aceptan. 
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LINEARIDAD DEL METODO PARA AMBROXOL 

CLORHIDRATO EN SUSPENSION. 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

                  

NIVELS SANADIDO SRECUPERADO SRECOBRO PROMEDIO$ 

49.7 50.2 101.0 

50 49.7 50.4 101.4 101.1 

49.7 50.1 100.8 
79.5 79.3 99.7 

80 79.5 19.8 100.4 100.0 

79.5 719.4 99.8 
99.4 100.9 101.5 

100 100.4 100.5 100.1 100.6 

100.4 100.5 100.1 
119.2 120.5 101.0 

120 119.2 119.2 100.0 100.4 
119.2 119.5 100.2 
149.1 151.9 101.9 

150 150.6 151.6 100.7 101.0 
151.3" 152.2 100.6 

La linea de regresién obtenida es la siguiente: 

   

  

  

  

  

  

  

    

y = 1.007?x - 0.023. 

Cuadro de comparacién entre resuitados contra 

parametros estadisticos. 

Resultado Criterio 
Hipétesis de to.,os=1.771 texp<t 

nulidad para la Cexperimental=0.012 mpsttab 
pendiente. 

Hipétesis de to. ostl. 771 texp<t 
nulidad para la texp=-0.000003 vest tab 

ordenada. 
Coeficiente de 2.000 20.98 
determinaci6n. 
Coeficiente de 1.000 20.99 

regresi6én. 
Promedio de 100.6% 98 a 102% 

recuperacion. : 
Coeficiente de 0.5% <2.0% 

variacion.     
  

La hipdétesis de nulidad para 

y la pendiente se aceptan. 

65 

la ordenada al origen 
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EXACTITUD DEL METODO PARA AMOXICILINA 
TRIHIDRATADA EN CAPSULAS. 

  

  

  

  

  

  

  

  

      

NIVEL$ | SANADIDO | $RECUPERADO %SRECOBRO PROMEDIO% 
84.5 81.1 99.6 

80 81.5 81.1 99.6 99.9 
80.5 81.1 100.7 
101.8 100.6 98.8 

100 101.5 100.7 99.1 99.3 
102.2 102.0 99.8 
121.6 121.6 99.9 

120 121.4 121.3 99.9 99.8 
122.1 121.7 99.7           

Intervalo de confianza: 

Para =0.05 y g.l=8. El valor de t=1.860. 

99.68 + 0.33 

Dentro del intervalo de confianza se encuentra el 

100% de recuperacién. 

  

  

  

  

RESULTADO CRITERIO 

Media del 99.7% 98 a 102% 
$recuperado 

Prueba de t =-1.799 experimenta? €o.o2s< texp< to.975 
hipétesis para 

la media. 
  

  Coeficiente de 0.5% <2.0% 
variacion       

La to.o2s=-2-262 y to.975=2-262 por lo tanto la 
hipdétesis nula se acepta. 
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EXACTITUD DEL METODO PARA AMOXICILINA 

TRIHIDRATADA EN SUSPENSON. 

  

  

  

  

  

  

  

  

      

NIVEL% | tANADIDO | $RECUPERADO $RECOBRO PROMEDIO% 
81.3 81.1 99.7 

80 81.3 80.8 99.4 99.7 

81.3 81.1 99.8 

101.7 102.6 100.9 

100 101.5 100.7 99.1 99.7 

101.6 100.8 99.2 
122.0 124.2 101.8 

120 121.8 122.5 100.5 101.3 

121.9 123.6 101.4           

Intervalo de confianza: 
Para 

100.22 + 0.62 

=0.05 y g.l=8. El valor de t=1.860. 

Dentro del intervalo de confianza se encuentra el 

100% de recuperacién. 

  

RESULTADO CRITERIO 
    Media del 

$recuperado 
100.2% 98 a 102% 

  

Prueba de 

hipétesis para 
la media. 

€ experimental =O . 665 to.o2zs< Cexp< to.975 

  

  Coeficiente de 

variacién   1.0%   S2.0% 

  

La to.925=-2-262 y to.975=2.262 por lo tanto la 
hipétesis nula se acepta. 
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EXACTITUD DEL METODO PARA AMBROXOL 

CLORHIDRATO EN CAPSULAS. 

  

  

  

  

  

  

  

  

      

NIVEL$% | SANADIDO | SRECUPERADO % RECOBRO PROMEDIO% 
78.4 77.3 98.6 

80 79.9 79.7 99.8 99.3 
719.9 79.7 99.6 
103.9 104.3 100.4 

100 99.3 99.2 99.9 99.7 
102.1 100.8 98.8 

. 119.1 119.1 100.1 
120 123.2 123.6 100.3 100.1 

123.8 123.7 99.9         
  

  

Intervalo de confianza: 

Para =0.05 y g.1=8. 

99.71 + 0.39 

El valor de t=1.860. 

Dentro del intervalo de confianza se encuentra el 
100% de recuperacion. 

  

  

  

  

RESULTADO CRITERIO 

Media del 99.7% 98 a 102% 
%recuperado 

Prueba de Cexpecimentas=~2+394 | to oa5< CexpS to.975 
hipétesis para 

la media. 
Coeficiente de 0.6 % <2.0% 

variaciéon       
  

La to.o2s=-2-2622 y to.975=2.262 por lo tanto la 
hipétesis nula se acepta. 
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EXACTITUD DEL METODO PARA AMBROXOL 
CLORHIDRATO EN SUSPENSION. 

  

  

  

  

  

  

  

  

      

NIVEL’ | SANADIDO [ SRECUPERADO[ % RECOBRO PROMEDIO% 
79.5 79.3 99.7 

80 79.5 79.8 100.4 100.0 
79.5 79.4 99.8 
99.4 100.9 101.5 

100 100.4 100.5 100.1 “100.6 
100.4 100.5 100.1 
119.2 120.5 101.0 

120 119.2 119.2 100.0 100.4 
119.2 119.5 100.2           

Intervalo de confianza: 
Para =0.05 y g.1=8. El valor de t=1.860. 

100.32 + 0.36 

Dentro del intervalo de confianza se encuentra el 
100% de recuperacién. 

  

RESULTADO 
  

  

  

  

CRITERIO 
Media del 100.3% 98 a 102% 
$recuperado 

Prueba de Cesperizensas=1-648 | ty gos< texp< to.975 
hipétesis para 

la media. 

Coeficiente de 0.6% <2.0% 
variacion .         

La to.o2s=-2.262 y to,975=2.262 por lo tanto la 
hipétesis nula se acepta. 
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REPETIBILIDAD AL 100% DEL METODO PARA 
AMOXICILINA TRIHIDRATADA EN CAPSULAS. 

  

  

  

  

  

  

              

  

  

  

  

  

No.DE %ANADIDO %SRECUPERADO SRECOBRO 
MUESTRA 

1 ~ 102.2 101.0 98.8 
2 101.3 101.2 99.8 
3 101.8 99.8 98.1 
4 101.5 100.7 99.2 
5 101.3 101.3 100.0 
6 101.5 101.9 100.3 

Intervalo de confianza: para +=0.05 y g.1=5. 
El valor de t es de 2.015. 

99.36 + 0.70 

Dentro del intervalo de confianza se encuentra el 
100% de recuperacién. 

. RESULTADO CRITERIO 

Media del 99.4% 98 a 102% 
$recuperado 

Prueba de Cexpestnencar=7 4-843 | to go6< texpS to.975 
hipétesis para 

la media. 

Coeficiente de 0. 9% <2 .0% 
variaci6n       

La to.ogs-2-571 y to.975=2.571 por lo tanto la 
hipétesis nula se acepta. 
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REPETIBILIDAD AL 100% DEL METODO PARA 
AMOXICILINA TRIHIDRATADA EN SUSPENSION. 

  

  

  

  

  

  

              

No.DE %ANADIDO | %RECUPERADO %RECOBRO 
MUESTRA 

1 ‘101.7 102.1 100.3 
2 101.5 102.0 100.4 
3 101.7 99.7 98.1 
4 101.6 99.7 98.1 
5 101.7 101.9 100.1 
6 101.5 100.6 99.1 

Intervalo de confianza: para =0.05 y g.1l=5. 
El valor de t es de 2.015. 

99.38 + 0.88 

Dentro del intervaelo ce conf 

100% de recuperacion. 

  

  

  

  

    

RESULTADO CRITERIO 
Media del 99.4% 98 a 102% 
srecuperado 

Prueba de Cexperimensar 1.417 Co.0258< Cexo< to.975 
hipdtesis para - 

la media. 
Coeficiente de 1.1% <2.0% 

variacion .     
  

La to.o25=-2.571 y to.975=2.571 por lo tanto la 
hipdétesis nula se acepta. 

72 

  

 



REPETIBILIDAD AL 100% DEL METODO PARA 

AMBROXOL CLORHIDRATO EN CAPSULAS. 

  

  

  

  

  

  

              

No. DE $ANADIDO | %RECUPERADO %RECOBRO 
MUESTRA 

1 101.2 100.4 99.3 
2 ‘101.8 100.5 98.7 

3 99.8 101.7 101.9 
4 100.1 100.1 100.0 
5 99.4 101.3 101.9 
6 99.7 101.7 101.9 

Intervalo de confianza: para =0.05 y g.l=5. 
El valor de t es de 2.015. 

100 -63 £1.21 

Dentro del intervalo de confianza se encuentra el 
100% de recuperacion. 

  

  

  

  

  

RESULTADO CRITERIO 

Media del 100. 6% 98 a 102% 
$recuperado 

Prueba de Cecperizentar zl -049 €o.025¢ texp< Co.975 
hipétesis para 

la media. 

Coeficiente de 1.5% $2.03 

variacion       

La to,o25=-2-571 y to.975=2-571 por lo tanto la 
hipdétesis nula se acepta. 
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REPETIBILIDAD AL 100% DEL METODO PARA 

AMBROXOL CLORHIDRATO EN SUSPENSION. 

  

  

  

  

  

  

              

No.DE $ANADIDO SRECUPERADO %RECOBRO 

MUESTRA 

1 99.4 100.4 101.1 
2 99.4 100.4 101.1 
3 100.7 100.3 99.6 

4 99.4 101.0 101.6 

5 100.4 100.5 100.1 

6 100.4 100.7 100.3 

Intervalo de confianza: para =0.05 y g.1l=5. 
El valor de t es de 2.015. 

100.63 + 0.61 

Dentro del intervalo de confianza se encuentra el 
100% de recuperacion. 

  

  

  

  

  

RESULTADO CRITERIO 

Media del 100.6. & 98 a 102% 
$recuperado 

Prueba de texpertnentar™2 915 | ty gos< texp< to.975 
hipétesis para 

la media. 

Coeficiente de 0.7 % <2 .0% 
variacion       

La to.o2s=-2.571 y to.975=2-571 por lo tanto la 
hipétesis nula se acepta. 
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REPRODUCIBILIDAD DEL MBTODO ANALITICO PARA LA 
VALORACION DE AMOXICILINA TRIHIDRATADA EN 
CAPSULAS. 

  

ANALISTA 1 2 
  

  

  

  

  

  

  

SRECUPERADO 100.7 100.3 
99.9 101.2 
99.5 101.5 
100.4 100.2 
101.0 99.7 
101.6 99.6 

No. DE MUESTRAS 6 6         
  

Cuadro de comparacidén de resultados contra 

parametros estadisticos. 

  

Coeficiente da 
variacién 
  

  
Prueba para la 0.007 Fo< Peay 
hipotesis nula.       
  

La Fray eS de 4.960. Por lo tanto la hipdétesis nula 
se acepta. 
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REPRODUCIBILIDAD DEL METODO ANALITICO PARA LA 
VALORACION DE AMOXICILINA TRIHIDRATADA EN 
SUSPENSION. 

  

  

  

  

  

  

  

ANALISTA 1 2 
SRECUPERADO 100.3 100.3 

100.4 101.6 
98.1 101.9 
98.1 100.5 
100.1 98.2 
99.1 99.2 

No. DE MUESTRAS 6 6 
          
  

Cuadro de comparacién de resultados contra 

paraémetros estadisticos. 

  

  

  

  

PISULTADO CRITERIO 

Coeficiente de 1.7 % 2.0% 

variacion 

Prueba para la 0.278 Fo< Feap 
hipétesis nula.       
  

La Feap eS de 4.960. Por lo tanto la hipétesis nula 
se acepta. 
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REPRODUCIBILIDAD DEL METODO ANALITICO PARA LA 

VALORACION DE AMBROXOL CLORHIDRATO EN 

  

  

  

  

  

  

  

  

CAPSULAS. 

ANALISTA 1 2 

SRECUPERADO 99.1 98.8 

99.1 98.3 
100.9 701.0 
102.0 98.0 
99.5 98.7 
100.5 98.7 

No. DE MUESTRAS 6 6         
  

Cuadro de comparacién de resultados contra 
parametros estadisticos. 

  

  

  

  

RESULTADO CRITERIO 

Coeficiente de 1.6% 2.0% 
variaciéna 

Prueba para la 0.647 Fo< Fea 

hipdétesis nula.     
  

La Fray es de 4.960. Por lo tanto la hipétesis nula 

se acepta. 

77 

  

 



REPRODUCIBILIDAD DEL METODO ANALITICO PARA LA 
VALORACION DE AMBROXOL CLORHIDRATO EN 
SUSPENSION. 

  

ANALISTA 1 2 
  

  

  

  

  

  

          

SRECUPERADO 99.7 101.2 
101.2 100.9 
100.1 101.5 
99.1 101.5 
101.1 101.8 
100.5 101.5 

No. DE MUESTRAS 6 6 
  

Cuadro de comparacién de resultados contra 
paraémetros estadisticos. 

  

  

  

  

        

Res CRITERIO 

Coeficiente cde Oo. 2.0% 

variacion 

Prueba para la 1.762 Fo< Feab 
hipdétesis nula. 
  

La Fea, eS de 4.960. Por lo tanto la hipdétesis nula 

se acepta. 
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6.0 ESPECIFICIDAD DEL METODO PARA VALORACION AMOXICILINA TRIHIDRATADA EN 

CAPSULAS. 

RESULTADOS: 

1.- El cromatograma No.1 corresponde a la inyeccién de la 

fase mévil que se utilizé como blanco. 

No se observa ningtn pico en § minutos de desarrollo 

del cromatograma. 

2.- El cromatograma No.2 corresponde a la inyeccién de la solucién de 

amoxicilina trihidratada, sustancia de referencia preparada, como 

se indica en el método analitico. 

Se observa un pico con tiempo de retencién (Tr) de 3.95 

minutos correspondiente a amoxicilina trihidratada. 

Factor de sin 

  

3.- El cromategrama No.3 corresponde al placebo de 

cépsulas. No se obtuvo ningtin pico que interfiriera en 

la determinacién de amoxicilina trihidratada. 

4.- El cromatograma No.4 corresponde a la muestra analitica 

de cApsulas. El pico con Tr= 3.95 minutos es el 

correspondiente a amoxicilina trihidratada. 
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ESPECIFICIDAD DZL METODO PARA VALORACION AMOXICILINA TRIHIDRATADA EN 

SUSPENSION. 

1.- Los cromatogramas de la solucién de amoxicilina trihidratada, 

sustancia de referencia y del blanco corresponden al No.1 

y No.2 respectivamente. 

2.- El cromatograma No.5 corresponde al placebo de 

suspensién. No se obtuvo ningtin pico que interfiriera en 

la determinacién de la amoxicilina trihidratada. 

3.7 El cromatograma No.6 corresponde a la muestra analitica 

para suspensién. Se observa un pico con Tr= 3.95 minutos 

correspondiente a amoxicilina trihidratada. 
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ESPECIFICIDAD DEL METODO 

“PARA AMOXICILINA TRIHIDRATADA 

CROMATOGRAMA No. 1 
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ESPECIFICIDAD DEL METODO- 

PARA AMOXICILINA TRIHIDRATADA ° 

CROMATOGRAMA No. 2 
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ESPECIFICIDAD DEL METODO 

. PARA AMOXICILINA TRIHIDRATADA CAPSULAS 

CROMATOGRAMA ° No.3 

  
    

Absorbencia a 220 na * 
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ESPECIFICIDAD DEL METODO PARA 

‘ AMOXICILINA TRIHIDRATADA CAPSULAS 

CROMATOGRAMA No. 4 

    
Absorbancia a 220 on 
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ESPECIFICIDAD DEL METODO PARA 

AMOXICILINA -TRIHIDRATADA SUSPENSION | 

CROMATOGRAMA No.5 

@ 230 on 

  
    Absortancia  



CROMATOGRAMA No. 6 

ESPECIFICIDAD DEL METODO PARA 

, 
AMOXICILINA TRIHIDRATADA SUSPENSION, 

   



  

ESPECIFICIDAD DEL METODO PARA VALORACION AMBROXOL CLORHIDRATO EN 

CAPSULAS. 

RESULTADOS: 

Lee El cromatograma No.7 corresponde a la inyeccién del 

blanco (metanol). 

No se observa ningtin pico en 5S minutes del desarrollo del 

cromatograma. 

2.- El cromatograma No.8 corresponde a la solucién de 

clorhidrato de ambroxol,sutancia de referencia preparada como lo 

indica el método analitico. Se observa un pico con un tiempo de 

retencién (Tr) de 3.00 minutos que corresponde a una posible 

degradacién del clorhidrato de ambroxol; la cantidad en 

la que puede presentarse no es significativa en la 

ficacién. 
   

El pico con Tr= 3.63 minutes corresponde al clorhidrato de 

ambroxol, entre los dos picos existe una resolucién de: 

0.965. 

3.7 El cromategrama No.9 corresponde al placebo de capsulas. 

No se obtuvo ningtin pico que interfiriera en la 

determinacién del clorhidrato de ambroxol. 

4.- El cromatograma No.10 corresponde a la muestra analitica 

de cdpsulas. 
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El pico con Tr= 3.61 es el clorhidrato de ambroxol. 

Resolucién: 0.965. 

Factor de simetria: 1.26 

ESPECIFICIDAD DEL METODO PARA VALORACION AMBROXOL CLORHIDRATO EN 

SUSPENSION. 

El cromatograma No.7? y el No.8 corresponden al blanco y a 

la solucién de referencia de ambroxol clorhidrato, 

respectivamente. 

El cromatograma No.1] corresponde al placebo de suspensién. No se 

ebtuvo ningin pico que interfiriera en la determinacién 

de clorhidrato de ambroxol. 

El cromatograma No.12 corresponde a la muestra analitica 

de suspensién. 

El pico con Tr= 3.66 es el clorhidrato de ambroxol. 

Resolucién: 0.965 

Factor de simetria: 1.26. 
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* ESPECIFICIDAD DEL METODO PARA 

AMBROXOL CLORHIDRATO. 

CROMATOGRAMA No.i 

“Sanpie” Saasie ~ fnt’std” “Scab We Via tnject 
Tyee Nae2 Assent = Agount Factor Inj Br. Vol at 
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Peat Retentica  Coepaneat Peak Peak Base - Response 
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6.0000 0.1000 : 0.2000 6.3000 © 
0.60 L po I L \ J £ i 1 L 1 1 

0.47 
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ESPECIFICIDAD DEL METODO PARA 

AMBROXOL CLORHIDRATO 

CROMATOGRAMA No.8 

  

apse Hane way een oom a angeuat me cern eee eee 
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ESPECIFICIDAD DEL METODO PARA: 

AMBROXOL CLORHIDRATO, cAPSULAS 

CROMATOGRAMA No.9 

“hype 7 Waaz    Groe Filed Unk = PBOC-1 

Peak Retention  Coaponent Peak Peat Bas Response 

Rusher = Tine brea ight Code Factor     

  

Absorbancia a 250 nm 
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ESPECIFICIDAD DEL METODO PARA 

AMBROXOL CLORHIDRATO cAPSULAS 

CROMATOGRAMA No.10 

   Saspie | oappie = inc ato cate Me theatre 
Vot gl 
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ESPECIFICIDAD DEL METODO PARA 

AMBROXOL CLORHIDRATO SUSPENSION 

CROMATOGRAMA No. it 

wees wee vam TTUMyeRe 

Factor = Inj Yok ut      Type Wase Aaouat 
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ESPECIFICIDAD DEL mETODO PARA 

AMBROXOL CLORHIDRATO SUSPENSION 

CROMATOGRAMA No.12 

Sanple Sassle = Int Std = Scate ke. Vial Inject 

    Tye Hage fagunt = Asount Factor = Inj Vol ut 
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ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA PARA EL 
METODO DE VALORACION DE AMOXICILINA 
TRIHIDRATADA EN CAPSULAS. 

  

  

  

    

DIA Tp 26 
Mo My 

SRECUPERADO 100.9 101.4 

101.9 100.3 
101.6 100.7 

No. DE MUESTRAS 3 3         

  

Cuadro de comparacién de los resultados contra los 

parametros estadisticos. 

  

  

  

RESULTADO CRITERIO 
El intervalo d 

Intervalo de 0.68741.061 confianza debe incluir 
confianza. de -0.374 a 1.748 | 6) valor de cero. 

Media del 99.3 % de 98 a 102 % 
factor I.         

La muestra es estable en refrigeracién (6 + 1°C) 
por 4 dias ya que el intervalio de confianza incluye 

el valor cero. 
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ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA PARA EL 

METODO DE VALORACION DE AMOXICILINA 

TRIHIDRATADA EN SUSPENSION. 

  

  

  

    

DIA lo 29 

Mo My 
SRECUPERADO - 100.3 101.4 

100.4 99.1 
98.2 99.9 

No. DE MUESTRAS 3 3         

Cuadro de comparacién de los resultados contra los 

parametros estadisticos. 

  

RESULTABO CRITERIO 
  

Intervalo de -0.497 + 2,309 El intervalo de 
confianza debe incluir 

  

  
-confianza. de -2.806 a 1.812 | 6) valor de cero. 
Media del 100.5 % de 98 a 102 % 

factor I.     
  

La muestra es estable en refrigeracién (6 + 1°C) 
por 4 dias ya que el intervalo de confianza incluye 
el valor cero. 
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ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA PARA EL 
METODO DE VALORACION DE AMBROXOL CLORHIDRATO 

EN CAPSULAS. 

  

  

  

    

DIA Ty 25 
Mo My 

$RECUPERADO 100.9 100.7 
102.0 101.4 
99.5 99.1 

No. DE MUESTRAS 3 3         

Cuadro de comparacién de los resultados contra los 
parametros estadisticos. 

  

  

  

  

RESULTADO CRITERIO 
intervalo de 0.430 + 2.317 | Fl intervalo de 
confianza. | de 1.807 a 2.747 [{i'valorde tees 
Media del 99. 6% de 98 a 102 % 
factor I.         

La muestra es estable en refrigeracién (6 + 1°C) 
por 4 dias ya que el intervalo de confianza incluye 
el valor cero. 
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ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA PARA EL 

METODO DE VALORACION DE AMBROXOL CLORHIDRATO 

EN SUSPENSION. 

  

  

  

        

DIA iy 20 
Mo M, 

%RECUPERADO 99.7 101.3 
101.2 99.7 
100.1 101.5 

No. Dé MUESTRAS 3 3     

Cuadro de comparacién de los resultados contra los 
pardmetros estadisticos. 

  

RESULTADO CRITERIO 
  

Intervalo de -0.520 + 1.659 El intervalo de 
confianza debe incluir 

  

      
_confianza. de -2.179 a 1.139 | e1 valor de cero. 
Media del 100.5 3. de 98 a 102 % 
factor I. 
  

La muestra es estable en refrigeracién (6 + 1°C) 
por 4 dias ya que el intervalo de confianza incluye 
el valor cero. 
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CONCLUSIONES 

El sistema para la valoracién de amoxicilina trihidratada es 

lineal y preciso. 

Validacién del método analitico de amoxicilina 

trihidratada cdpsulas. 

El método es lineal dentro de un intervalo de 50% a 150%, 

considerando el 100% a la concentracién final de la 

solucién, de acuerdo a lo descrito en el método analitica. 

La ecuacién obtenida para este método analitico: 

y = 0,992(%) + 0.035. 

La hipétesis nula establecida para la ordenada y la 

pendiente se aceptaron de acuerdo a los resultados 

obtenidos estadisticamente. 

El coeficiente de determinacién fue igual a 0.999 y el 

coeficiente de regresién fue de 0.999. 

El promedio de recuperacién fue 99.43, que esta dentro 

del intervalo permitido. 

El coeficiente de variacién fue de 0.5% por lo tanto menor de 

2.0%, 

El método es exacto con un % de recobro de 99.7% y un 

coeficiente de variacién de 0.5%. Se acepto la hipétesis nula 

para la media. 

El método es preciso, ya que es reproducible y repetible. 

Es repetible ya que el coeficiente de variacién fue de 0.9% por 

lo tanto menor de 2.0% y el % de recobro fue de 99.4 %,estA dentro 

del intervalo de aceptacién de 98 - 102 %. 
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Es reproducible ya que el coeficiente de variacién fue de 

0.5% por lo tanto menor de 2.0%, por le que la hipétesis nula 

se acepta. 

El método es especifico, ya que detecta la amoxicilina 

trihidratada y no los excipientes de la formulacién de las 

capsulas. Adicionalmente se obtiene un factor de simetria de 1.0 

que es ideal para obtener una buena cuantificaci6n. 

La muestra analitica es estable por cuatro dias en 

refrigeracién (6+ 1°C), el valor de la media I es de 

99.3% la cual se encuentra dentro del intervalo de 98-102%; el 

intervalo de confianza incluye el valor de cero. 

El método analitico de amoxicilina trihidratada capsulas 

es adecuado para ser utilizado como método de rutina en 

en el producto analizado utilizande los reactivos, equipos 

y condiciones descritos. 

Validacién del método analitico de amoxicilina trihidratada 

suspensién. 

El método es lineal dentro de un intervalo de 50 $ a 150 %, 

se considera el 100% a la concentracién final de la 

solucién de acuerdo a lo descrito en e] método analitico. 

La ecuacién obtenida para este método analitico: 

y = 1.000(x) + 0.047 

La hipétesis nula establecida para la ordenada y la 

pendiente se aceptaron de acuerdo a los resultados 

obtenidos estadisticamente. 
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El coeficiente de determinacién fue de 0.999 y el 

coeficiente de regresién fue de 0.999, 

El promedio de recuperacién fue 100.3%, que esta dentro 

del intervalo permitido. 

El coeficiente de variacién fue de 1.0%, por lo tanto menor de 

2.0%. 

El método es exacto con un % de recobro de 100.2% y un coeficiente 

de variacién de 1.0%, por lo tanto menor de 2.0%, por lo que la , 

hipétesis nula se acepta para la media. 

El método es preciso ya que es reproducible y repetible. 

Es repetible ya que el coeficiente de variacién fue de 1.1%, que 

es menor de 2.0% y el % de recobro de 99.43 est& dentro del 

intervalo de aceptacién de 98-1023,por lo que la hipétesis nula 

para la media se acepta. 

Es reproducible porque el coeficiente de variacién fue de 1.7%, 

por lo tanto menor de 2.0%, por lo que se acepta la hipétesis 

nula. 

El método es especifico, ya que separa la amoxicilina 

trihidratada de los excipientes de la formulacién de la 

suspensién. Ademds se obtiene un factor de simetria de 

1.0 que es ideal para obtener una buena cuantificacién. 
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La muestra analitica es estable por cuatro dias en 

refrigeracién (6 1°C}, el valor de la media I es de 

100.5%, la cual se encuentra dentro del intervalo de 98-102%; el 

intervalo de confianza incluye ei valor de cero. 

El método analitico de amoxicilina trihidratada 

suspensién es adecuado para ser utilizado como método de 

rutina en el producto analizado utilizando los reactivos, equipos 

y condiciones mencionados en este trabajo. 

El sistema para ambroxol clorhidrato es lineal y preciso. 

Validacién del método analitico de ambroxol clorhidrato cdpsulas. 

El m&todo es lineal dentro de un intervalo de 50% a 150%, 

se considera el 100% a la concentracién final de la 

solucién de acuerdo a lo descrito en el método analitico. 

La ecuacién obtenida para este método analitico: 

y = 0.999(x) - 0.013 

La hipétesis nula establecida para la ordenada y la 

pendiente se aceptaron de acuerdo a los resultados 

ebtenides estadisticamente. 

El coeficiente de determinacién fue de 1.000 y el 

coeficiente de regresién fue de 1.000. 

El promedio de recuperacién fue 99.9%, el cual esta dentro 

del intervalo permitids. 

El coeficiente de variacién fue de 0.4%, por lo tanto menor de 

2.0%. 
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El método es exacto con un % de recobro de 99.7% y un coeficiente 

de variacién de 0.5%, por lo tanto menor de 2.0%, por lo que se 

acepta la hipétesis nula para la media. 

El método es preciso ya que es reproducible y repetible. 

Es repetible porque su coeficiente de variacién fue de 1.5%, por 

lo tanto menor de 2.0% y el % de recobro fue de 100.6%,el cual se 

encuentra dentro del intervalo de aceptacién de 98 a 102%, por lo 

que la hipétesis nula para la media se acepta. 

Es reproducible por que el coeficiente de variacién es de 

1.6%, por lo tanto menor de 2.0%, por lo que la hipétesis nula se 

acepta. 

El método es especifico ya que separa el ambroxol 

clorhidrato de los excipientes de la formulacién de 

cA4psulas. Con el factor de simetria y la resolucién 

obtenida que se obtiene puede lograse una buena 

cuantificacién. 

La muestra analitica es estable por cuatro dias en 

refrigeracién (64 1°C), el valor de la media I es de 

99.6%, la cual se encuentra dentro del intervalo de 98-102% y el 

intervalo de confianza incluye el valor de cero. 

El método analitico de ambroxol clorhidrato c4psulas es 

adecuado para ser utilizado como método de rutina en 

el producto analizado tilizando los reactivos, equipes y 

condiciones mencionados en este trabajo. 
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Validacidén del método analitico de ambroxol clorhidrato 

suspensidna. 

El método es lineal dentro de un intervalo de 50% a 150%, 

se considera el 100% a la concentracién final de la 

solucién de acuerdo a lo descrito en el método analitico. 

La ecuacién obtenida para este método analitico: 

y = 1.007{x) - 0.023 

La hipétesis nula establecida para la ordenada y la 

pendiente se aceptaron de acuerdo a los resultados 

obtenidos estadisticamente. 

El coeficiente de determinacién fue de 1.000 y el 

coeficiente de regresién fue de 1.000. 

El promedio de recuperacién fue 100.63, que esta dentro 

del intervalo permitido. 

El coeficiente de variacién fue de 0.5%, por lo tanto menor de 

2.08. 

El método es exacto con un % de recobro de 100.3% y un coeficiente 

de variacién de 0.6%, por lo tanto menor de 2.0%, por lo que la 

hipétesis nula para la media se acepta. 

El métoedo es preciso ya que es reproducible y repetible. 

Es repetible ya que el coeficiente de variacién fue de 0.7%, por 

lo tanto menor de 2.0% y el %de recobro 100.6%, esta dentro del 
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intervalo de aceptacién de 98 a 102%.La hipétesis nula para la 

media se acepta. 

Es reproducible por que el coeficiente de variacién fue de 

0.7%, por le tanto menor de 2.0%, y la hipétesis nula se acepto. 

El método es especifico ya que separa el ambroxol 

clorhidrato de los excipientes de la formulacién de 

suspensién. Con el factor de simetria y la resolucién 

obtenidos puede lograrse una buena cuantificacién. 

La muestra analitica es estable por cuatro dias en 

refrigeracién (6+ 1°C), el valor de la media I es de 

100.5% la cual esta dentro del intervalo de 98-102%; el 

intervalo de confianza incluye el vaior de cero. 

      El métede analitico de amexicilina trihidratada   

suspensién es adecuado para ser utilizado como método de 

rutina en el producto analizado utilizando los reactivos, equipos 

y condiciones mencionados en este trabajo. 
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ANEXO 1 

SOLUBILIDAD (23) 

Siempre que se mencione la solubilidad debe entenderse 

que se determina a una temperatura de 25°C y esta 

propiedad se expresa con los siguientes términos: 

  

  

  

  

  

  

  

    

TERMINOS Cantidades aproximadas de 
disolventes en volumen por 
una parte de sustancia en 
masa. 

Muy soluble Menos de una parte 

Facilmente soluble De ia 10 partes 

Soluble De 11 a 30 partes 

Poco soluble De 31 a 100 partes 

Ligeramente soluble De 101 a 1000 partes 

Muy ligeramente De 1001 a 10000 partes 
soluble 

Casi insoluble MA4s de 10000 partes     
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ANEXO 2 

PRUEBA DE BPICIENCIA DE LA COLUMNA 

Columna: Lichrosorb RP-18 ( 5 micras ). 

Catdlogo: 50433 Columna: 317653. 

Lote: 845633. 

Longitud de la columna: 125 mn. 

Didmetro interno: 4.0 mm. 

Condiciones para la prueba de eficiencia de la columna: 

Eluente: Acetonitrilo/agua 75:25. 

Flujo: 1.0 ml/min. 

Deteccién: 254 nm Uv. 

Volumen de la muestra: 10 microlitros. 

Resultados esperados: 

Composicién por 100 ml: Benceno Naftaleno 

137.8 og 16.2 mg 

Tiempo de retencién (seg) 125.3 170.9 

Resolucién 1.3 2.2 

Factor de simetria , 1.4 1.3 

HETP (micras) 20.2 17.9 

No. de platos teéricoa 

por ca. 49437.8 . 55783.9 
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CAlculos: ver las ecuaciones en el capitulo II. 

Resultado de la prueba: 

Compogicién por 100 mi: 

Tiempo de retencién (seg) 

Resolucién 

Pactor de simetria 

HETP (micras) 

No. de platos teéricos 

por ca. 

Resultado de la prueba: 

Composicién por 100 ml: 

Tiempo de retencién (seg) 

Resolucién 

Factor de simetria 

HETP (micras) 

No. de platos te6ricos 

por cn. 

Para la columna utilizada en la validacién 

de amoxicilina trihidratada: 

Benceno 

177.8 mg 

120 

1.35 

1.6 

28.7 

48778.3 

Naftaleno 

15.9 mg 

166.8 

2.08 

$1356.2 

Para la columna utilizada en la validaci6én 

de ambroxol clorhidrato: 

Benceno 

141.5 mg 

124.8 

1.31 

1.3 

22.12 

§6508.1 
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Naftaleno 
16.3 mg 

166.8 

2.08 

1.1 

22.01 

56780.0



  

NUMERO DE INYECCIONES RECOMENDADAS PARA CADA COLUMNA. 
  

  

  

Método de andlisis: No. de inyecciones;: 

Amoxicilina trihidratada 600 
Ambroxol clorhidrato 450         

Las columnas que se utilizaron durante las validaciones cumplen con log 

criterios establecidos. 

Los resultados nos indican que se pueden obtener cromatogramas 

simétricos y confiables para realizar una cuantificacién. 

La altura equivalente del plato teérico (HEPT) tiene un valor entre 0.01 

y 0.1 mm, valor necesario para HPLC. Entre menor sea HEPT la columna 

sera mejor. 

La eficiencia est4 determinada por el No. de platos teéricos. Entre 

mayor sea el nimero es mayor la eficiencia de la columna. Con columna 

eficiente se obtienen ios picos definidos y estrechos- 
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