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CAPITULO I 



INTRODUCCION 

Un control importante que se debe realizar a todo producto fannacéutico para garantizar su 

eficacia, es el aplicar pruebas de estabilidad mediante las cuales se pueda establecer el período de 

Tiempo en que la dosis del principio activo se mantiene dentro de un rango de actividad 

terapéutica efectiva, asimismo permite predecir la conservación de la presentación y apariencia 

fisica. et> 

Las pruebas de estabilidad acelerada, utilizando condiciones extremas de temperatura, humedad, 

luz, etc; proporcionan el efecto que tendrían estos factores en condiciones ambientales 

comunes.<2> 

El factor que generalmente se maneja es la temperatura, debido a que acelera la mayoría de 

los procesos que producen la degradación del principio activo.<J> 

Un aspecto del desarrollo de un método analítico es validar su confiabilidad mediante una 

serie de pruebas. La validación general incluye w1a evaluación de la precisión, lincaridad, 

sensibilidad, especificidad, sensibilidad, reproducibilidad y exactitud, lo cual proporciona una 

medida de la capacidad del método.,4¡ 



CAPITULO 11 



GENERALIDADES 

11.1 ESTABILIDAD 

Estabilidad es la propiedad de un medicamento o fánnaco contenido en un detenninado 

material de empaque con el fin de mantener entre limites especificados durante el tiempo de 

almacenamiento y uso las caracteristicas fisicas, químicas, microbiológicas y terapéuticas que 

tenía en el momento de ser fubricado. 

El objetivo de los estudios de estabilidad de un fánnaco es establecer la vida útil y 

determinar las condiciones y el tiempo de almacenamiento para asegurar la integridad de la 

formulación y/o del fánnaco para que cumpla con los fines para los cuales fue creado. 

Con objeto de establecer una fecha de caducidad tentativa, los estudios de estabilidad de un 

f.irmaco pueden realizarse en forma acelerada; se requerirá de diferentes lotes de producción, 

fubricados bajo las mismas condiciooes y envasadas en el mismo material de empaque; el 

fiírmaco no debe perder más de un 10% de la potencia mostrada en el análisis inicial, durante un 

periodo de trc.; meses.,,J 

Por medio de estos estudios podrán predecirse la estabilidad y las coruliciones de 

almacenamiento a temperatura de anaquel. Los estudios de estabilidad deboo incluir la 

determinación de los productos de degradación, cualitativa o cuantitativamente.(IJ 

Para determinar la estabilidad de un fánnaco, se mide el tiempo que tarda en perder sus 

propiedades, esto se logra mediante un estudio de cinética química cuyo objetivo es determinar la 

forma y velocidad con que interaccionan las moléculas bajo determinadas condiciooes. 



Para detett'1inar la fecha de caducidad es necesario, con la ayuda de los estudios de 

cinética, obtener el too. que es el tiempo que transcurre para que el 90"h de la CC11ccnt..ración 

inicial quede sin degradarse.171 

11.2.- VALIDACION 

La validación de un método analítico puede definirse como el proceso por el cual queda 

establecido, por estudios de laboratorio, que la capacidad del método satisface los requisitos para 

las aplicaciones analiticas deseadas. La capacidad del método se expresa, en este caso, en 

términos de parámetros analíticos, que son los siguientes:c4r 

a).- Linearidad: La linearidad de un sistema o método analitico es su habilidad para a;egurar que 

los resultados analiticos, que pueden ser obtenidos directamente o por medio de una operación 

matemática bien definida, son proporciooales a la concentración de la sustancia dentro de un 

rango determinado. 

b).- Precisión: Es el grado de concordancia entre resultados analíticos individuales cuando el 

procedimiento se aplica repetidamente a diferentes muestras homogéneas del producto. 

Usualmente se expresa en términos de desviación estándar o del coeficiente de variación. 

La precisión es la medida del grado de reproducibilidad y/o r<'¡>elibilidad del método 

analitico bajo las condiciones normales de operación. 

e).- Repetibilidad: Es la precisión de un método analitico expresado corno la concordancia 

obtenida entre detenninaciones independientes realizadas por un solo analista usando los mismos 

aparatos y técnicas. 



d).· Reproducibilidad: Es la precisión de un método analitico expresada como la concordancia 

entre determinaciones independientes realizadas por diferentes analistas en diferentes dias en el 

mismo y/o diferentes laboratorios utilizando el mismo y/o diferentes equipos. 

e).- Límite de Detección: Es la mínima concentración de una sustancia en una muestra la cual 

puede ser detectada pero no necesariamente cuantificada bajo las coodiciones de operación 

establecidas. 

!).-Límite de Cuantificación: Es la menor concentración de la sustancia en una muestra que 

puede ser determinada con precisión y exactitud aceptables bajo las condiciones de operación 

establecidas. 

g).- Especificidad: Es la habilidad de un método analitico para obtener una respuesta debida 

únicamente a la sustancia de interés y no a otros componentes de la muestra. 

h).- Tolerancia : Es el grado de reproducibilidad de los resultados obtenidos del análisis de 

muestras bajo una variedad de condiciones normales como diferentes laboratorios, diferentes 

analistas, diferentes inslrwn~1los, ilifort:i:lll;)S Iut.es de reactivos, diforwtes lapsos de tiempo en los 

ensayos, diferentes temperaturas, diferentes dias, ele. La tolerancia es normalmente expresada 

como la falta de influencia de estos resultados de operación y las variables en el desarrollo del 

método analitico. La tolerancia es una medida de la reproducibilidad bajo las condiciones 

normales de las condiciones operaciooales esperadas de laboratorio a laboratorio y de analista a 

analista. 

Para el análisis se utilizó la cromatografia de liquidas ya que es una técnica que proporciona 

grandes ventajas como son: una mayor velocidad en los análisis, una buena resolución, resultados 

cuantitativos, tiene una buena sensibilidad y tiene un amplio espectro de aplicaciones; además de 

ser una técnica muy sencilla y fácil de aplicar.111¡ 
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11.3. EL ACIDO CLAVULANICO 

La molécufa de interés para este estudio es el ácido clavulánico al que corresponde el nombre 

quin1ico de ácido 3·(2hidroxietiliden)-7oxo-4-oxa·l·azabiciclo-3.2.0.!Jeptano-2· carboxilico 

(C8H9N01); con un peso molecular de 199.16 24g/mol y con poder rotatorio de [aP' = + 54x 

(C = 1.0) en DMSO«•> 

SU FORMULA ESTRUCTURAL ES LA SIGUIENTE: 

j ,-º -------r'"'°' 
O ----- N ----------LCOOH 

H 

El ácido clavulánico es 1m antimicrobiano B·lactam1co potente que se produce por 

fennentación utilizando una cepa de StrefarmmceJ clavuh,e.enu. Terapéuticamente se utiliza el 

clavulanato de potasio (CK C8H8KNO,) que corresponde a Ja sal potásica del ácido clavulánico, 

el cual en combinación con otros antibióticos es un potente inhibidor de las cepas resistentes a 

Jos antibióticos como las penicilinas.,111 



El CK (C8H8KNO,J tiene un peso molecular de 237.23g/mol. Es un polvo higroscópico 

inestable al aire y a la luz, soluble en agua, poco soluble en disolventes orgánicos; su pH de 

máxima estabilidad es de 6.39; se estabiliza en una mezcla con avicel y en ocasiooes utilizando 

butilhidroxianisol (BHA) como antioxidante; se conserva en recipientes perfectamente cerrados y 

al abrigo de la luz. CJO> 

Se realizó un estudio con 60 pacientes los cuales padecian una infección tractourinaria 

resistente a la amoxicilina a los cuales se les administró arnoxicilina con ácido clawlánico; se 

observó que la administración de 500mg de amoxicilina tribidratada con 125mg de clavulanat.o do 

potasio cada 8 horas por 7 dias erradica una alta proporción de infecciones tractourinarias 

causadas por organismos resistentes a la amoxicilina; la administración con los alimentos reduce 

la prevalencia de náusea. El estudio de la fanmacocinética en pacientes sanos demostró que el 

ácido clavulánico no tiene efecto significativo en la absorción, distribución o excreción de la 

amoxicilina. Ambos agentes antimicrobianos fueron rápidamente absorbidos en el tracto 

gastrointestinal, las concentraciooes encontradas en el suero, aproximadamente 60 min. después 

de la administración, demostraron que ambos tienen un tiempo de vida media entre 60 y 70 

minutos, la amoxicilina fue recuperada en la orina en unas 6 horas, pero poco menos del 50% se 

recuperó del ácido clavulánico.19> 

6 



C A P 1 T U L O 111 



MATERIAL Y METODOS: 

Matraces volumtitricos de 100 mi 

Matraces volumétricos de 500 mi 

Matraces volumétricos de 1000 mi 

Matraces volumétricos de 1 O mi 

Vasos de precipitados de 50 mi 

Vasos de precipitados de 1000 mi 

Vasos de precipitados de 2000 mi 

Pipetas graduadas de 1 mi 

Pipetas graduadas de 5 mi 

Pipetas graduadas de 1 O mi 

Pipetas volumétricas de 3 mi 

Pipetas volumétricas de 6 mi 

Cubetas (para Karl Fisher) 

Ieringas de vidrio de JO mi 

Microjeringas de JO µI Hamilton 

Tubos de ensayo 21 *32 

Gradilla 

Filtros Millipore 0.5 micras 

Espátula cromoniquel 

Membranas Millipore 0.45 micras (HA y HV) 

Crmómetro 

Papel parafihn 



REACTIVOS: 

Reactivo de Karl Fisher 

Fosfato de Sodio Monobásico 

Metano! 

Clorofonno 

Acetato de etilo 

Acido Fosfórico Concentrado 

Hidróxido de Sodio 2N 

Acido Acético 

Fase móvil utilizada para la validación y cuantificación del CK: Buffer de fosfatos pH 4.4 en 

mezcla con metano) en una proporción 95:5. 

EQUIPO: 

Líquid Cromatrograph Varian 5000. Lamp Power Module Variable Detector UVIOO 

lntegrator Varian 4270 

Columna cat 50334 Lichrosorb Rpl8 (!Omm) 

Columna cat 50332 Lichrosorb Rp8 (5m) 

pH-meter E5 l 6 Titriskop Metrohm Herisau 

Karl Fisher Metrohm Herisau. MultiDosimant E415. MultiBüret:te E48S. 
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PARTE EXPERIMENTAL 

La cuantificación del ácido clavulánico se realizó por cromatografía de liquides; se utilizó 

la tecnica utilizada por los Laboratorios Fennic S.A. y es la descrita en la U.S.P. XXII. 

Se utilizó como fase móvil una mezcla de buffer de fosfatos pH 4.4 con metanol 95/5. 

Columna, RP18; flujo 1.5 ml/min., velocidad de la carta 0.25; atenuación 128. 

111.1), VALIDACION 

a). Linearidad del sistema: Se detennina construyendo una curva de calibración de una 

misma solución patrón utilizando cuando menos cinco diluciooes y realizando el análisis por 

duplicado para cada dilución. 

El intervalo entre las concentraciooes a analizar dependerá del propósito del método; para 

propósitos de control de c:ilided y de seguimiento de la e.ial>ilidad do un fiírmaco deberá estar 

incluido el 100% de la dosis; que en este caso corresponde a 270.0µg/ml. 

CRITERIO 

b - o r > 0.99 r' > 0.98 

b). Precisión: Se determina por el análisis sextuplicado de una misma solución estándar 

correspondiente al 1000/o establecido en la linearidad del sistema. 
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CRITERIO: 

CV. < 1.5% 

c). Repetibilidad: Se detennina por el análisis sextuplicado de una solución estándar 

conespondiente al 100%; se analiza en dos di as diferentes por el mismo analista determinando la 

desviación estándar y el coeficiente de variación de los datos obtenidos. 

CRITERIO: 

C.V<l.5% 

d). Reproducibilidad: Se debe llevar a cabo cuando menos por dos analistas en dos dias 

difureotes y por triplicado cada muestra. Trabajar de manera independiente partiendo de una 

muestra del producto cercana al 100% de la coocentración teórica.(4¡ 

CRITERIO 

El CV total debe cumplir con los fines para los cuales el método será utilizado. 

METO DO CV 

Cromatográficos < 2% 

Químicos y espectrofotométrico < 3% 

Microbiológicos < 5% 

JO 



En nuestro caso se utilizó el método cromatográfico por lo que el C.V debe ser menor a 

2%. 

e). Límite de detección: Se determina la relación del ruido comparando estos resultados 

con muestras del analíto en concentraciones conocidas y con muestras blanco estableciendo el 

nivel mínimo al cual el analíto puede ser detectado confiablemente. La relaci6n señal del ruido de 

2: 1 o 3: 1 es generalmente aceptable. Este límite es subsecuentemente validado con el análisis de 

un número conveniente de muestras conocidas preparadas cerca del limlte de detección. 

f). Límite de cuantificación: Se mide la magnitud de la respuesta analizando un número de 

muestra blanco y calculando la desviación estándar de esta respuesta. La desviaci6n estándar 

multiplicada por el factor usualmente 10, proporciona una estimación del limite de cuantificaci6n. 

Este limite es subsecuentemente validado por el análisis de un número conveniente de muestras 

conocidas preparadas cerca del límite de cuantificación. 

g). Especificidad: La especificidad del método análitico se detennina comparando los 

resultados del análisis de muestras que contengan impurezas, productos de degradación o 

ingredientes de placebo, con los resultados obtenidos del análisis de muestras puras. El grado o 

concordancia de estos resultados es una medida de la selectividad. 

h). Tolerancia: La tolerancia del método analítico es detemtinada por el análisis de 

alícuotas de lotes homogéneos en diferentes laboratorios por diferentes analistas usando 

condiciones de operación que difieran de los paramétros específicos para el ensayo. El grado de 

reproducibilidad de estos resultados se determina entonces en funci6n de las variables del 

ensayo.<"> 
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llf.2 ESTABILIDAD: 

El objetivo principal de los estudios de estabilidad acelerada para el clavulanato de potasio 

es detemtinar su fecha de caducidad en el contenedor final que el laboratorio ha determinado para 

su venta y distribución.1,1 

El eontenedor eonsta de una bolsa de plástico donde se dosifica el principio activo bajo 

atmósfera de nitrógeno y un empaque externo de alumino que lo protege de Ja luz, dentro de este 

empaque se coloca silica desecante para evitar que el producto absorba la humedad del medio. 

El producto se envasa en dosis unitarias de 5 Kg; para el estudio de estabilidad se tomaron 

muestras de 2g; se utilizaron tres lotes diferentes y el análisis se realizó por duplicado. Las 

temperaturas a las cuales se expusieron las muestras fue de 5, 25, 34 y 50 grados centígrados. 

12 



CAPITULO IV 



RESULTADOS 

IV.-VALIDACION 

Tomando en cuenta que el Clavulanato de Potasio (C.K) es llll principio activo que es 

manejado como materia prima por los laboratorios Fermic, se realizaron las siguientes 

determinaciones para la validación del método analitico para su cuantificación: 

Detenninad6n de la Linearidad del Sistema: Se determinó manejando cinco diluciones: 

50%correspondiente a 135µg/ml de Clavulanato de potasio (C.K); 80% equivalente a 216µg/ml 

de Clavulanato de Potasio; 100% con 270µg/ml de Clavulanato de Potasio; 120% de 324µg/ml 

de Clavulanato de Potasio y finalmente 150% con una concentración de 405µg/ml de Clavulanato 

de Potasio. 

So determinaron estas concentraciones ya que se degradó lllla muestra del producto puro 

para demostrar la especificidad, en la cual se observó que en lUl mes se degrada el 10% del 

producto a SOOC, y puesto que el estudio de estabilidad se llevaría a cabo durante tres meses, se 

determinó que la concentración mínima para la validación del método füera del 50%. 

Una vez detemúnadas las concentraciooes a las cuales se realizaría la validación del 

método, se procedió a su análisis preparando las muestras por triplicado, obteniéndose las áreas 

correspondientes y tomando un estándard de referencia se determinó la concentración final de 

Clavulanato de Potasio. 

Una vez obtenidos estos datos se procedió a gráficar la concentración adicionada de 

Clavulanato de Potasio (Cene. inicial) vs. la concentración recuperada de Clavulanato de Potasio 

(Cene. final), obteniéndose una línea recta, de la cual pueden detonninarse los parámetros 

estadlsticos de regresión lineal: pendiente (m), ordenada al origen (b), coeficiente de correlación 

(r). (Tabla 1, Gnifica l, Fi¡¡. A) 
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Determinación de la Precisión: Se realizaron análisis por duplicado de 6 muestras corres

pondientes al 100% de la concentración del Clavulanato de Potasio (270µg/ml), obteniéndose las 

áreas y detenninando de éstas el coeficiente de variación qu< no debe ser mayor al 1.5% por el 

método utilizado de acuerdo a las especificaciones de la U.S.P XXII. (Tabla 2, Fig. B) 

Determinación de la Repetibilidad: Se analizaron 6 muestras por duplicado correspondientes al 

100% de la concentración del Clavulanato de Potasio ( 270µg/ml). Las areas obtenidas de la 

repetibilidad se analizan con las obtenidas en la precisión, ya que éstas se llevaron a cabo en dos 

dias diferentes, detem1inándose el coeficiente de variación de todos los datos, el cual debe ser 

menor a 1.5% de acuerdo a la especificación de la U.S.P XXU. (Tabla 3, Fig. C) 

Determinación de la Reproducibilidad: Se analizaron 6 muestras por duplicado 

correspondientes al 100% de la concentración de Clavulanato de Potasio (270µg/ml); esta prueba 

la realizó otro analista en otro dia diferente al cual se llevó a cabo la precisión del método. A los 

datos obtenidos en la reproducibilidad y los do precisión se les detenninó el coeficiente do 

variación que no debe ser mayor al 2% por especificación de la U.S.P XXII. (Tabla 4, fig. D). 

Determinación del Límite de Detección: De acuerdo a la U.S.P XXII este limite debe ser 3 

veces la señal del ruido; éste se obtiene analizando muestras blanco determinando el tamaño del 

pico que producen, y tres veces esta señal debe corresponder al limite de detección. En nuestro 

caso no se obtuvo de esta manera, ya que al determinar la precisión se detenninó w1 coeficiente 

de variación muy elevado; se llevaron a cabo pruebas de ensayo y error hasta obtener un 

coeficiente de variación aceptable; encontrándose que con una concentración de 8µg/ml de 

Clavulanato de Potasio, se obtiene un coeficiente de variación de l. 78%. (Tabla 5, Fig. E y H) 

Determinación del límite de cuantificación: Una vez obtenido el linúte de detección, se 

procedió a elevar la concentración hasta encontrar aquella en la cual ol coeficiente de variación 

(C.V) fuera menor a 1.5%, determinándose que con 16.428µg/ml de Clavulanato de Potasio se 

obtiene un C.V de 1.043%. (Tabla 6, Fig. F). 
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Determinación de la Especificidad: El objetivo principal de esta prueba es demostrar que el 

método es capaz de separar a los productos de degradación de nuestra molécula intacta, lo 

cual fue demostrado al poder observar en los cromatogramas obtenidos la separación de 

nuestros picos. (Figuras G, H, 1, J, K, L, M ) 

Para poder observar las señales de nuestro interés, se modificaron las condiciones 

habituales de trabajo que son velocidad de la carta de 0.25, atenuación de 128, flujo de 1.5 

mVmin; utilizando una velocidad de la carta de 0.75, atenuación de 8 y flujo de 0.5 mVmin. 

Determinación de la Tolerancia: Se demostró la tolerancia del método cambiando las 

coodiciones habituales de trabajo, corno el tipo de la columna, la polaridad de la fase, 

demostrando que el método es capaz de separar nuestra molécula de interés de los productos de 

degradación, además de ser reproducible, aún modificando estas coodiciones. (Fig. L,M,N,P) 
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TABLA 1 

a). Determinación de la Linearidad: Se utilizaron 5 concentraciones diferentes de 
Clavulanato de Potasio para detenninar Ja linearidad, las cuales son del 50 al 150% de 
la conc.; de los datos obtenidos se construye una gráfica para detenninar si el método es 
lineal; determinándose la pendiente (m) y el coeficiente de correlación (r). 

Concentración Concentración 
Clavulanato de Potasio Clavulanato de Potasio 

Inicial AREA 
111~/ml) ful!imll 

135.0 2093662.0 138.15 
135.0 2066709.5 136.37 
135.1 2030440.5 133.97 
215.9 3279463.5 216.39 
216.0 3261325.5 215.19 
215.8 3284758.5 216.73 
269.8 4108907.0 271.11 
269.9 4104178.0 270.80 
269.8 4102575.5 270.68 
324.0 4978694.5 328.51 
324.l 4909005.5 323.91 
324.0 4962072.5 327.40 
404.9 6075737.0 400.89 
404.9 6088467.5 401.73 
405.l 6188040.5 408.29 

m = 0.99963 

b = 1.923 

r = 0.999637 

r' = 0.999215 
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TABLA 2 

b).· Determinación de la precisión: Se analizaron 6 muestras por duplicado al 100% de 
la concmtración (270µg/ml), obteniéndose las siguientes áreas y su coeficiente de variación 
(C.V). 

MUESTRA AREA 

1 4099495 
4102880 

2 4013122 
4008256 

3 4060909 
4087894 

4 4106324 
4050030 

5 4125631 
4087681 

6 4048455 
4060292 

7 4060395 
3989603 

8 4007520 
4036419 

9 4048054 
4012186 

10 4089621 
4095058 

11 4085144 
4094750 

12 4036781 
4127225 

x = 40639os.208 

DE= 39473.89506 

CV= 0.97 
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TABLA 3 

c).- Prueba de Repetibilidad: Se analizaron 6 muestras por duplicado al 100% de la 
concentración (270µg/ml). De las áreas obtenidas en precisión y repetibilidad se determinó el 
coeficiente de variación (C.V). 

DIAi 

4099495 
4102880 

4013122 
A 4008256 

4060909 
4087894 

4006324 
4050030 

R 4125631 
4087681 

4048455 
4060292 

4060395 
3989603 

E 
4007520 
4036419 

4048054 
4012186 

4089621 
A 4095058 

4085144 
4094750 

4036781 
4127225 

21 

DIA2 

4008510 
4068264 

4038164 
4046115 

4090226 
4022121 

4100664 
4033558 

4002637 
3983847 

3994313 
4025691 

3958173 
4001440 

4008215 
3985924 

4027426 
4069457 

3978475 
3971827 

4036386 
4054651 

3937717 
3915105 

x = 4039429.813 
DE= 48441.967 
CV= 1.2 
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TABLA 4 

d).- Prueba de Rcproducibilidad: Se analizaron 6 muestras al 100% de la conce11tración 
(270µg/ml). De las áreas obtenidas en reproducibilidad y en precisión se determinó su 
coeficiente de variación (C.V). 

ANALISTA 1 

4099495 
4102880 

4013122 
4008256 

A 
4060909 
4087894 

4106324 
4050030 

R 4125631 
4087681 

4048455 
4060292 

4060395 
E 3989603 

4007520 
4036419 

4048050 
4012186 

A 4089621 
4095058 

4085144 
4094750 

4036781 
4127225 

23 

ANALISTA 2 

4036403 
4064725 

4085732 
4101619 

4094345 
4045125 

3988118 
4044621 

3920707 
3974499 

4014300 
4065300 

4033362 
4006915 

3922120 
3963928 

4040838 
4050132 

3985993 
4043339 

4000369 
3991482 

4051202 
4050376 

x = 4043943.229 
DE= 47619.20568 
CV = 1.18 
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TABLA 5 

e).- Determinación del Límite de Detección: Se analizaron 12 muestras diferentes con 
una concentración de 8µg/ml de Clavulanato de Potasio, de las áreas obtenidas se detenninó el 
coeficiente de variación (C.V), el cual da un valor de 1.78%. 

MUESTRA 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

lO 

11 

12 

25 

AREA 

148714 
147772 

141687 
142058 

144874 
144812 

144592 
142876 

141070 
147359 

137618 
140554 

141193 
139752 

142375 
145460 

141921 
138804 

143755 
143615 

144967 
143382 

142286 
145310 

x = 143033.5833 
DE= 2549.431718 
CV= 1.78 
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TABLA 6 

f). • Determinación del Límite de Cuantificación: Se analizaron 12 muestras de 
Clawlanato de Potasio con una concentración de l 6.428µg/ml; a las áreas obtenidas se les 
determinó el coeficiente de variación (C.V), el cual tiene un valor de 1.043%. 

MUESTRA 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

27 

AREA 

244279 
240942 

241253 
240562 

243918 
243594 

244969 
242743 

241505 
243663 

243678 
240585 

241193 
242030 

240832 
248900 

240619 
248786 

239902 
243785 

243570 
246232 

240518 
239005 

x = 242794.2911 
DE= 2532.495229 
CV = 1.043 
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g).· Especificidad: 

Para detenninar la especificidad, primero se degradó una muestra del producto a 

SOºC por tres meses, de esta manera logramos que en el cromatograma aparecieran tres picos, 

uno correspondiente al agua (ya que el producto esta" disuelto en agua), otro correspondiente 

a nuestro producto intacto de interés; y un tercero correspondiente al producto de degradación. 

(Fig.G). 

Se dice que existe un pico debido al agua, ya que al inyectar el blanco (en este caso agua 

porque es donde se tiene disuelta la muestra) da el pico que se observa en los cromatogramas 

obtenidos en la especificidad. (Fig H). 

Posteriomiente se procedió a cambiar la polaridad de la fase móvil para corroborar 

de esta manera que sólo se tenia un producto de degradación, la muestra se dejó correr 

por 60 min., para corroborar que no aparecían mas señales. (Fig 1, J). Todos estos analisis 

se llevaron a cabo utilizando una columna para fase inversa C18• Una vez que se comprobó 

que con las distintas fases móviles no aparecian mas señales en la columna utilizada, se 

procedió a cambiar a otra columna (para faso inversa e,). (Fig. K, L y M ). Para 

comprobar la especificidad se realizó ctro tipo de cromatografia, la cromatografia en capa 

fina; se utilizaron dos tipos <lo fases móviles: 

(1) Acetato de etilo- Metano!· Agua- Acido acético 60:30:9: 1 

(2) Metano!· Clorofonno- Acido acético 50:50: l. ( Fig. P). 
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A continuación se dan las composiciooes de las fases móviles utilizadas y se anexan 

los cromatogramas obtenidos. 

Fases móviles utilizadas: 

- Buffilr de fosfato de sodio monobásico I MeOH 9515 

- Buffilr de fosfato de sodio monobásico 1 MeOH 90/IO 

- Buffer de fosfato de sodio monobásico 1 MeOH 85115 

- Buffer de fosfato de sodio monobásico I MeOH 80120 

- Buffilr de fosfato de sodio monobásico. 

- Buffilr de fosfato de sodio monobásico 1 Agua 95/5. 

- Buffilr de fosfato de sodio monobásico 1 Agua 90110. 

- Buffilr de fosfato de sodio mooobásico 1 Agua 80120. 

- Buffer de fosfato de sodio mooobásico 1 Agua 70130. 

- Buffer de fosfato do sodio mooobásico 1 Agua 50/50. 

Todos los buffer se prepararon con un pH inicial de 4.4 ± 0.05; la mezcla con la cual se 

observó una mojar separación de los picos fue con la del buffilr/agua 80:20. (Fig. K ). 

COLUMNAS UTILIZADAS: 

Columna cat 50334 Lichrosorb RP-18 ( 1 O µm) 

Columna cat 50332 Lichrosorb Rp-8 ( 5 µm) 
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(1) rea:puesta debida al ªB'lft.• 
(2) reepueatn correapondir.nte a la mol~cula de interós (CX) 
(3) rr1spuesta debi<la :il producto dd degradación. 
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(3J) (4J) (5.T) 
~ 

(l) (J) (1) 

-
M ' l -"-I L ¡ .•. ¡ ! 

¡~ l -. ~: l 
~ 

Fig J).- Determinación de la eE;pucificidad ntilizrindo como Cana m6vil unn mP.zr.la de buffer pH 4.4/aeua en laa 

siP"Uientae proporcionnss (1J) 90/10 ( estánd• 0 r de •:K)¡ (2J) 90/10¡ (3J) Bo/20¡ (4J) 70/3n; (5) 50/50, 

(1) res.PUeata debido al aeua. 

(2) reapueeta debido al proriucto ti.e rlugrad:ici6n. 

(3) respuesta debida al Clavula.nato Je Potaain. 
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Fig K).- Determin&.ci6n JP. la es¡Jt!.cit'ic:ldad utilizando como faue móvil Wlli mezcla de bu.ffor pR 11-4/ 

agua en rma .proporción Bo/20, de,.i=mdo corree las mu .. ntraa ceTca de 60 1:iin. (11') Hst1índur;(2Y.) muei::

tra degratlada a 50 gr-ddoa CL.:ntígradoa. 

(1) rt!upueota deblda al ar~· 

(2) respuesta debido W. producto de degrada.ci6n. 

( 3) reepueuta debida al Clavulanato da Potusio. 
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utilizando corno f·ts,.. móvil una mu7.cla de buffer de fm:fatos píl 4.4, utilizando una coltun

na ca,ob~~TV'dl"'dnsr. •Ü mi~·" número de se1.ales (3) que P.n la cclurnna C1s· 

(1) res¡'llesta riebiñ:i al ª'!U"l. 
(2) re:.:;pucRt:_ d~bicla al t•roducto de degradaci6n. 
(3) .,.eRpUesta .tel.ihL ul ':hvul:im!tn de Potasio. 

( 1L) est{mdur¡ (21.) muestr:i due;r..1.dnda. 
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Fig X).-Doterminaci6n de la. ee~cificidad utili:t:.o1ndo como f&.!:)e 111óvil una mezcla de buf'fer 

pH 4.4 con agua en una. proporción Bo/20, columna c
8

; observa.ndosd también la tolerancia 

del método a loe CCilllbios de :polaridad d·? la. fase m6".lil :¡ al c·1mbio de oolumna.(111) eetán

dar¡ (2M) ciueetr11 degradada. 

(1) respuesta debid11 111 "!!U"• 

(2) respuesta debjdo al l1roducto de <leer 1d:.Jci6n. 

(3) reapueetH. debid.tt. al Clavulanato de Potu.sio. 
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Fig.P).- Crome.togra.t!a en capa tina utiliaando dos dist:intao :taseu m6vile•1 

(IP) .l.oetato de etilo- metanol- agua- kido acético. 6o1.301911. 

(IIP) Ketanol- clorof'oxmo- ácido aelitico. 5015011e 

(1) Clavulanato 

(2) hcduoto de degradaoi6n 

(J.) Eatáa&ar1 (B) l(ueetra degradada a 50 grados. 



h).- Tolerancia: 

La tolerancia füe demostrada cambiando la polaridad de la fuse móvil, utilizando aquella en 

la que se observó una mejor separación de los picos, que füe la mezcla del buffer de fosfutos 

pH 4.4 con agua en una proporción 80:20, además de utilizar la mencionada en la U.S.P.XXll; 

que coosiste en una mezcla del buffer de fosfutos con metano! en una proporción 95:5, 

utilizada normalmente para cuantificar al clavulanato de potasio; estas fases se emplearon en 

el uso de otra columna, ya que para la cuantificación del CK se utiliza una RP¡g, y se utiliza 

una columna RP8 para demostrar que solo aparecen los picos de interés. es decir, uno 

correspondiente al clavulanato y otro al producto de degradación; demostrando de esta manera 

que el método es tolernble y reproducible (esto se comprobó al observar que no cambiaban 

las áreas al inyectar repetidamente estándares) a los cambios de operación realizados. (Fig. L, 

M,N). 
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FlLE 1. l'IETHOD 0. RUU B IHDEX 

PEAK• ARt:.A~ Rl r!REA EcC 

101AL 

0,05 
e. J29 
0.0'51 

99. 571 

100. 

1. 8 2~10 02 
1. 93 14532 (i) 
2. 31 2236 02 
2, 78 440\B6l 03 

4419341 

CHAHHEL A ltiJC.t:l lB/06193 11103120 

-==>- AZ 1 le ti db 

30106193 11l 03120 

FlLE 1. METHOD 0, RUH 9 IHDEX 

PEAKI AREAX R'I AREA se 

TOTAL 

0.1 
\:!, 70.;i 

99.193 

100. 

1. 79 2470 02 
2. ea 17'54i' o~ 
<. 7e ·•4596e• 01 

"i4?97ti1 

CHkHttEL A IHJECT J010EV9'J 11H37142 
:::::!. AZ 1 
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30/06193 11107142 

f lLE 1, 

PEAKI 

ME1HOD 0, RUll 10 

AREA BC ARliAX 

\11,1/'CI 
e.o77 
~.444 

9~. J01 

RT 

1. 23 4469 02 
1. 71 1944 02 
2. 03 11136 02 
2. 75 :l,492525 03 

IHDEX 10 
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CH• "A" PS• 1, 

T.7s-

CH• MR" PS• 1. 

CH• "A" PS• 1, 



EJEMPLO DE LOS CALCULOS REALIZADOS, UTILIZANDO LOS DATOS 

OBTENIDOS EN LA DETERMINACION DE PRECJSJON. 

X = Cada valor individual. 

n =Número total de datos= 12 

l:Xi 
X=--

4099495+410288o+4013122+ ..... +4094750+4036781 +4127225 

24 

X = 4063905 .208 

(4099495-4063905.208)2+( 4102880-4063905.208)'+ ... + 
(4036781-4063905.208)2+(4127225-4063905.208)' 

DE=---~-~~~~~~~~~~ 

23 

DE= 39473.89 

39473.89 
CV------'100 

4063905.208 

CV=0.97 
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IV.2 ESTABILIDAD 

De Jos datos obtenidos. se procedió a detenninar el orden de reacción graficando Ja 

oom:entración contra el tiempo para los tres órdenes de reacción más estudiados: cero, primero y 

segundo orden. 

De donde se obtuvieron las mejores líneas rectas a las diferentes temperaturas y el valor 

de los contrastes obtenidos más homogéneos, se deduce el orden de reacción que lleva a cabo 

nuestro producto en estudio. 

A continuación se presenta un ejemplo de los datos obtenidos para detennínar el orden de 

reacción, utilizando las siguimtes fórmulas: 

Orden Cero 

C=Co-Kt 

Primer Orden 

logc = log Co • Kt 

Segundo Orden 

e Co Kt 

Y utilizando los valores de un solo lote a las diferentes temperaturas, para observar en 

cual ordm de reacción se obtienen las mejores rectas. 
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DETERMINACION DE LA CINETICA DE DEGRADACION 

Ejemplo dd análisis realizado para determinar el orden de rcncción que lleva a cabo nuestro producto 
en su degradación utilizando los datos de concentración obtenidos del lote 1 a las diferentes temperaturas. 

Cl!&Ul.8Jllill 
T_'!;MPO CONCl!NTf'ACION ... . ,.,. .. . .. 

aoa.a ••o . . .. . .. 7 .. e.s 
•••·ª oo• " . .. ... "" ... . .. .. . .. .. . .. .. .., .... .,. .. 

CINETICA DE DEGRADACION 
DETERMINACION 900 .--~~~~~=-ce=--'~~-"--"-~~~--'"--~~~~~--, 

800 • ,.-.., 

9100 

~600 
Q 

§ 500 ...... 
u 
~ 400 

1:l 
Q) 300 
g 

8200 

100 

o ~~-----1---3~~8~~15~~18~~2~2~28~~39~-----t----90~-1~09~ 
Tiempo (Dias) 

5ºC 25ºC 34ºC 50ºC ..... -+- ..... -e-
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DETERMINACION DE LA CINETICA DE DEGRADACION 

Ejemplo del análisis realizado para determinar el orden de reacción que lleva a cabo nuestro producto 
en su degradación utilizando los datos de concentración obtenidos del lutc 1 a las diferentes temperaturas. 

2.95 
,......... 

2.9l..7 
2.9]..6 2.913 2.900 2.07.5 

2.912 2.5J05 2.855 
2.915 2.052 
2.915 
2.914 2.900 2.097 2.02 

2.891 2.764 
2.726 

2.904 2-075 2.708 
2.902 2.A7 2 66 

CINETICA DE DEGRADACION 
DETERMINACION 

o.o - ~-=t 
~ 2.9 • 
~2.85 
e:: 
o .ü 2.8 

ro 
1-< o 2.75 
11.l 
u e:: o 2.7 

u 
2.65 

• • A--& 

2·6 L-L--'---'---''---'-8---'1s--1'-8-..J.22---'2'-8 -3-'-9---'6'-o -8-'-s--'90--1'-09~ 

Tiempo (DIAS) 
-11- 5 ºC -+- 25 ºC _., 34 ºC -a- 50 ºC 
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DETERMINACION DE LA CINETICA DE DEGRADACION 

Ejemplo del análisi.\ rcalitado para determinar el orden de reacción que lleva a cabo nuestro producto 
en su degradación utilizando los datos de concentración obtenidos del lote ta las diferentes temperaturas. 

senl!NPOOBDflN 

o 001:1031 Q,0011103 º·ºº' 51103 
0.001:117 0.001:1:1.;1 O.OOt:llOll 

Q.0011117 0.001:14 
0.001:1:1 o.oc 111311 

0.001111 
o.ootmt• 0.0012:1 0.0013:14 

'" 0.0011144 0.001:1Sl'I" 
0.001Qt7 º·ºº'"'º" ,. 0.0012t1' 

0,0011111 º·ºº'"':I 0,001'1'21 .. 
Q.QD1.11•7 º·ºº'º"'" ... ... ª .. o 001~•• n.oo •" 

CINETICA DE DEGRADACION 
DETERMINACION 

2.1 ~----------------------~ 

i 1.9 

"'Ori 1.8 

~ 
¡:::: 'ª 1.7 
o 1! 

·~r6 
'E 1.5 
Q) 

~ 1.4 

8 1.3 

1.2 m-~4 
..--"' 

--P ··-·-· 
• 

u '-'-o--'--~2!----!---o-s--f1s~"""1s~'""22~-=:zg'=-~3""9_60_,.,._-,!-,ss~_.,,90'=-~109!7' 

Tiempo (Días) 
-11- 5ºC 25 ºC 34 ºC 50 ºC -+- ....... -e-
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Después de realizar un análisis preliminar para deterrminar el orden de reacción se 

obtuvo que la cinética que se lleva a cabo es de primer orden, por lo tanto, para detenninar el 

valor do la constante se utilizó la misma fórmula para procesar los datos y obtfner el valor do la 

constante; que al ser graficados nos dan los siguientes valores: 

logC = logCo·Kt 

Kt 
m=--

2.303 

b=logCo 

por lo tanto: K = • 2.303 • m 

Para detenninar la fecha de caducidad y la onergia de activación se graficaroo los 

valores promedios de las constantes contra el inverso do las temperaturas, de donde se obtiene: 

Ea 
logK=logA-

RT 

logK 

1rr 

Ea 
m = • ---- por lo tanto 

2.303 • R 

Ea=· 2.303 • R • m 

b=logA 
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Una vez obtenidos estos valores se puede obtener, directamente de la gráfica o 

sustituyendo valores en la ecuación general, el valor de la constante a cero y cinco grados. 

Con la ecuación de 1-o correspondiente a una cinética de primer orden, se puede 

determinar la fecha de caducidad a la temperatura de almacenaje del producto. 

0.106 
t.,o=-

K 
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RESULTADOS OBTENIDOS EN EL ESTUDIO DE ESTABILIDAD 

Una vez tenninado el estudio de estabilidad acelerada para el Clavulanato de Potasio, se 

procedió a realizar un anatisis de los resultados obtenidos para dctenninar su cinética de 

degradación para lo cual se utilizaron las fónnulas de cinética quimica; se graficaron los datos 

obtenidos relacionando la concentración con el tiempo para cada temperatura, obteniéndose el 

valor de las constantes de equilibrio (K); posterionnente se procedió a dctenninar la fecha de 

caducidad del producto (Clavulanato de Potasio) relacionando las constantes obtenidas con la 

temperatura de acuerdo a la ecuación de Arrhenius (descrita más adelante). 

De los datos obtenidos, algunos fueron descartados pueeto que no eran congruentes a los 

demás, con esto se quiere decir que no se ajustaban dentro de las gráficas oblatidas, para 

justificar el no haberse tomado en cuenta se procedió a realizar un análisis estadístico descrito 

más adelante. 
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[STA 
SAi.iR 

TESIS 
OE LA 

rm DEBE 
OIBLIOTECA 

ESTABILIDAD DE CLAVULANATO S ºC 

TIEHPO 
fDIAS \ 

o 
8 

15 
22 
28 
36 
90 

109 

TI EH PO 
DIAS 

o 
8 

H 
22 
28 
36 
90 

10• 

TU:HPO 
IDIASI 

o 
8 

15 
22 
28 
36 

•• 1c• 

109 e .. 109 co - Kt 
y • b - mx 
lll•Jl:/2.303 

LOTE 1 
CONCEN'l'RACION LOG, CONC 

fua/ma\ 1 ua/mal 
831 2.92 
826 2 .917 
824 2. 916 
822 2.915 
822 2.915 
820 2 .914 
802 2.90• 
798 2. 902 

LOTE 2 
CONCENTRACION LOG.CONC 

11n/mr1 ·un/mn 

814 2 ,911 
813 2.91 
811 2.909 
813 2.91 
811 2. !ilO!il 
809 2 .908 
802 2 .904 
800 2.903 

LOTE J 
CONCEHTRACION LOGoCONC 

tua/ma 1 tua/mal 
822 2 .915 
820 2. 914 
818 2,913 
818 2. 5113 
815 2. !Hl 

816. 5 2 .912 
802 2.904 
800 2.go3 

pH tHUHEDAD 

•• 7 0.1 
6. 7 o .12 
6. 7 0.28 

6.65 o. 31 
6. 65 o •• 
6 .65 o .ss 
•. 8 o. 62 

6. 95 

pH 1HUHEDAD 

6. 75 0.2 
6. 8 o ,28 

6. 75 o ,49 
6. 7 o. 6 
6. 7 0.87 
6. 7 l. os 

6. 75 l. 22 
6. 7 l. 35 

pH \HUMEDAD 

9,g o .5 
7. 5 o. 41 

7 .os 0.5 
7 o. 5 

7. os o. 5 
7. 25 o .58 
7. 35 o. 68 
7. 3 o. 74 

Promedio de las X'e a 5 •e• 2.6330E•4 

Salida de Reareui6n1 
Constante 
Err std de Y Est 
R al cuadrado 
NJ de Observaciones 
Grados de Libertad 

Coeficiente ( • I "-o, 00016 
Err std de Coef, 7.2E-06 

m • -2E-04 
K • 0.0004 

Salida de Rel'lrea 

2. 9190397 
0.0007594 
o. 9878528 

e 
6 

Cona tan te 2, 9108131 
Err Std de Y Eat 0.00048251 
R al cuadrado 0,9766825 
N 1 de Observaciones 8 
Grados de Libertad 6 

Coeficiente(s) ~-7.3E-05 
..!!'r Std d., Coef, 4, 6E-06 

m • -7E-05 
K • 0.0002 
r • 0.9894 

_S.~)_!d:~- .~~Reqreaión 1 
constante 2 .9150183 
Err Std de Y Eat 0,0007011 
R al cuadrado 0.9797844 
N1 de Observaciones 8 
Gradoa de Libertad 6 

Coeficiente fa) , -O. 00011 
Err Std de Coef, 6. 7E-06 

m • -lE-04 
1t .. o. 0003 
r • 0.98518 
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l!STABILIDAD Dl!LCLAVULANATO 25ºC 

LOTE 1 
TIEMPO COHCéHmACION LOO.CO~C. pi! ~lhlmcdil 
f DIAS 1 ,,.,,/mal rua mal 

o Bll 2. 92 •• 7 o .1 
1 822 2. 915 6. 9 0.1 
2 822 2. 915 6. 95 o .2s 
3 820 2. 914 •• 9 o.' 

15 818 2. 913 6. 9 o.' 
18 816. s 2. 912 7. 05 o. 81 

" 809 2. 908 7.1 o .84 
85 782 2. 893 7.1 o. 96 

109 769 2 .986 7 .os l. 5 

LOTE 2 
TIEMPO CONCENTAACION LOO.COHC. pH %1hlmcd11c 
fDIAS 1 1 ua/ma\ lua/mal 

o 814 2. 911 6. 75 0,2 
1 807 2. 907 6, 65 o, 19 
2 811 2. 909 6. 7 o. 48 

15 802 2. 904 6. 85 º·' 18 802 2. 904 6. 95 o. e 
32 "' 2. 902 6. 9 o. 97 

" 794 2. 9 6. 95 1.19 
49 785 2. 895 7.05 1.28 
70 780 2. 892 7. 1 l. 35 

109 764 2 .983 7. 05 l.' 

LOTE 3 
TIEHPO CONCEKTI'IACION LOOOOHC. pH %Hllmcdac 
1 DIAS lua/ma lun/rt.rt\ 

o 822 2. 915 6. 9 o. 5 

• 813 2. 91 7 o. 51 
2 813 2, Sil 7.1 o. 56 
3 811 2. 909 7.1 o. 54 

• sos 2. 906 7 .os o. 9 
32 802 2. 904 7 .2 1.1 
90 758. 5 2 .se 7.J 1.2 

109 755 2. 879 7.J 1.1 

Promedio de las K'• a 25 •e • 6.448&-4 

51 

Salida de Reareaión 1 
Constante 
Err Std de Y &et 
R al cuadrado 
N 11 de Observaciones 
Grados de Libertad 

Coeficiente{&) >-0.00028 
Err Std de coef.0,000016 

m • -3E-04 
K• 0.0006 

r • O. 9889 

2. 916852 
0.001796 
0.978002 

9 
7 

Salida de Rearesión 1 

constante 
Err Std de Y Est 
R al cuadrado 
Nr de Obeervacione& 
Grados de Libertad 

Coeficiente( s) 1-0. 00024 
Err Std de Coef. O. 000013 

m • 0.0002 
K• 0.0006 

r • o. 9888 

Salido. du 
Cono tan te 
Err Std de Y E11t 
R al cuadrado 
Nr de Obaervaciones 
Grados de Libertad 

coeficiente(a) t-0.00032 
Err Std de Coef.0,000023 

m • -JE-04 
!t• 0.0001 

r • 0,9652 

2. 908793 
0.001357 
o. 977697 

10 
e 

2.911271 
0.002638 
0.970669 

• 6 
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ESTABILIDAD DEL CLAVULANATO 
TEMPERATURA 25C 

GRAFICA No.3 
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10 20 30 40 60 60 70 80 90 100 110 
TIEMPO !DIA'3 I 

l-- LOTE No.1 -1- LOTE N~- . LOTE~~.;] 
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TIEHl'O 
DI 
o 
1 
2 
3 

15 
18 
39 

'º 90 
109 

TIEMFO 
•DI 

o 
1 
2 
3 

18 
39 

'º 85 
90 

109 

TIEMPO 
IDI 

o 
2 
3 

18 
39 .. 
'º 109 

ESTABILIDAD DELCLAVULANATO 34ºC 

LarE 1 
CONCENTRACION LOO.CONC. pH %11úmi:dad 

'un/m,nl lun/mq\ 
831 2.9196 6.1 0.1 

817.5 2.9125 6,85 0.12 
822 2.9149 ... 0.21 
812 2 ,90519 6.95 0.54 
809 2,9082 '·' 0.6 
804 2.9053 6.95 o. 74 
788 2.8968 7,05 0,97 

779.5 2,8913 7.1 1.1 
750.5 2.8754 7.05 1.36 

743 2.871 1.1 1.5 

LOTE 2 
CO'ICENTRACION l.OGCOSC pH %11úmedad 

1 ua/mal lua/mal 
814 2.9104 6, 75 0.2 
808 2.9074 6.65 º·' 809 2.9079 6.8 0.66 

798.S 2.9023 6.95 1.17 
773 2.8882 6,95 1.22 

753.S 2.8771 1 1.35 
731 2.8642 1 1.34 
716 2,8552 7.1 1.6 
701 2.8497 7.05 1.8 
701 2.846 1.1 l. 96 

LOTE 3 
CONCENTRACION LOGCONC. pH % Jlúmedad 

fuer/mal fua/mal 

822 2.915 6.9 o.5 
816 2.912 6.9 º·' 807 2 .907 7 .os 0.84 
805 2.906 1 0.83 
798 2 .902 1.1 º·' 794.S 2.895 7.1 0.97 

761.5 2.ae2 7.35 l.16 
748 2.074 7.3 1.17 

Promedio de ha K' s A 34 •e • 1.0J6E-3 
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Salida de Rearesión r 
Conatante 
Err std de Y Est 
R al cuadrado 
Nr de Observaciones 
Grados de Libertad 

Coeficiente(&) X -0.0004119 
Err Std de Coof. 0.00002213 

m • 0.00041 
Y. • 0.0009442 

o.9886 

Salida de Rerrrea 6n 1 
Cona tan te 
Err std de Y Est 
R al cuadrado 
Nr de Observaciones 
Grodoo de Libertad 

Coeficiente( a) X -o .00059!>1 
rrr std de coef, 0.00003722 

-o .006 
K • 0.001382 

o.9849 

salida de Reoreaión 1 
Constante 
Err Std de Y Eat 
R al cuadrado 
NI de Observaciones 
Gradoa de Libertad 

Coaficiente(s) X -0,0003432 
Err Std de Coef, 0,00002229 

-0.00034 
K • 0.000783 

9 

2.91436092 
0,00264762 
0.97742009 

10 
8 

2 ,90522517 
0.00472324 
0.97004487 

10 
8 

2.91242486 
0.00246499 
0,97531474 

8 

• 
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TIEHPO 
f DIAS 

o 
1 
2 

14 
17 
21 
35 
42 
S2 
69 
94 

'º 109 

TIEMPO 
1 DIAS' 

o 
1 
2 

14 
17 
21 
3S 
42 
52 
69 
94 

" 109 

TIEMPO 
1DIAS1 

o 
1 
2 

14 
17 
21 
35 
42 
S2 
69 
94 

" 108 

COtQNffiACION 
11a/mq 1 

831 
819 

806. 5 
749. 5 

716 
712 
663 
673 
661 
S91 

531. 5 
510. 5 
457. 5 

COl<ICENTRACION 
1 ua/mai 

814 
796. 5 

746 
696 
671 

662. 5 
622 
62S 
S99 
561 
471 
496 
424 

COIUNTRACION 
1ua/ma1 

822 
814 
807 
762 
743 
737 

695, 5 
667 

645, 5 
611 
S73 
S47 

477. 5 

ESTABILIDAD DELCLAVULANATO 50 "C 

LOTE 1 
LOG.CONC. pH "(Húmeda 

1 uq/m<l'l 
2. 92 6. 7 o, l 

2. 913 6. 7 o. 5 
2. 907 6.9 o.' 
2. 875 7. 05 1.13 
2. 855 1.1 l. 53 
2. 952 7. 05 l. 86 
2. 822 7. 45 2. 37 
2. 928 7. 4S 2. 22 

2. 82 7 ,65 2. 95 
2. 764 9, 4 3 
2. 726 9,s J. 7 
2. 709 9, SS 4. 2S 
2.66 e. ss 4. 44 

LOTE 2 
LOO.CON C. pH %Húmeda 

luo/mal 
2. 911 6. 75 0,2 
2. 901 6. 8 o. 7 
2. 873 6. 95 o. 87 
2. 937 7 l. 35 
2. 827 7. 05 l. 6 
2. 821 7 .15 2 .oe 
2. 794 7. s 2.3 
2. 796 7. 65 2, 3 
2. 777 7. s 2. 84 
2. 749 8 .2 2. 96 
2. 673 8. 4 3. 49 
2. 696 9,s 4. 5 
2. 627 8. 65 5. 01 

LOTE 3 
LOO.CON C. pH %11úmcdat 

luo/11101 
2. 915 6.' o. 5 
2. 911 5,' o. 5 
2. 907 7. 05 o. 6 
2. 992 7. 05 o.' 
2. 871 7 .1 1 
2. 868 7, 3 l. 03 
2. 842 7, SS l. 3 
2. 824 1. 55 l. 4 

2 .91 7 .9 l. 9 
2. 796 8 .1 2 .41 
2. 758 9. 3 3. 34 
2. 739 9, 4 3. 76 
2. 679 e. ss 4. 45 

Salida de Reqre11ión l 
constante 
Err Std de Y Eat 
R al cuadrado 
Ni de Obsarvacione11 
Grados de Libertad 

Coeficiente(s) X -0.00222 
Err std de Coef. O. 000095 

m • 0.00222 
K • 0.005113 

o."" 

2. 910749 
o. 012114 
o. 980233 

13 
11 

Salida de Reoresión z 
constante 
Err Std de Y Est 
R al Cuadrado 
N 1 de Observaciones 
Grados de Libertad 

Coeficiente(s) X -0.0023 
Err Std de Ccef. O, 00014 

In• 0.0023 
K • 0,005296 

o. 9802 

2. 88571 
o. 017843 
o. 960817 

13 
11 

Salida de Rearesión 1 

Constante 
Err std de Y Eet 
R al Cuadrado 
N 1 de Observacionee 
Grados de Libertad 

Coeficiente{e} X -0.00198 
Err std de Ccef. 0.000065 

m • 0.00198 
K • 0.004559 

o. 9942 

2. 911754 
o. 008242 
o. 988416 

13 
11 

Promedio de la• K'• a 50 •e• 4.99E-3 
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ESTUDIO DE ESTABILIDAD DEL CLA VULANATO 

Ecuación de Anhenius 

Con esta ecuación se pueden relaciooar los valores obtenidos de las constantes con las 
temperaturas y obtener de esta manera la fecha de caducidad del Clavulanato de Potasio. 

log K = logA - (Ea!R)(l{f) 

y=b-mx 

m = -Ea/2.303(R) 

T<ºK) lff( ºKl K 
(PROMEDIO) (PROMEDIO) 

278 0.0035Q7 0.000263 -8.23 
298 0.003356 0.000645 -7.36 
307 0.003257 0.001036 -6.88 
323 0.003096 0.004989 -5.30 

Salida de Renresión 
Pendiente 
Error estandar 
R al cuadrado 
Núm. de observaciones 
Grados de libertad 

Coeficiente(s) en X 
Error Std. de coeficiente 

57 

11.794751 
0.4156952 
0.9237693 

-5.632722 
1.1441591 

4 
2 

m =-5632.72 
Ea= 2834.5 

Ka ooe = 1.45 lE-4 
T90 a OOC = 1.98 AÑOS 



DET. FECHA DE CAD. DEL CK. 
GRAF1CA Ho.6 

o~~~~~-~~~~~-

l 
l -2 1 
/ 
T 

G 
R ... -4 •.. 

1 

.¡ 
ll 

"' 
o 

"' 1 
$ 

r 
H 
L 
V 
I 
N 

¡ 

_:::>-~~~-~¿- -------~- ---~--1 
0.003597 0.003356 0.003257 0.003096 

PJ>OMBlllO lJB LA.i CTB$ 

-series l 



ANALISIS ESTADISTICO 

De los datos obtenidos en el estudio de estabilidad acelerada del Clavulanato de Potasio 

(CK); e><isten valores que no se ajustan al modelo matématico desarrollado; que en este caso se 

trata de una línea recta con pendiente negativa, por Jo cual estos valores tuvieron que descartarse; 

para tal efecto se realizó un análisis estadístico con el cual se puedan estudiar varias variables o 

poblaciones; por lo que se utiliw un análisis de varianza que es una técnica mediante la cual la 

variación total presente en un conjunto de datos se divide en varios componentes, cada una de las 

cuales tiene asociada una fuente de variación especifica, de manera que en el análisis es posible 

conocer la magnitud de las contribuciones de cada fuente de variación a la variación total. 

En este análisis estadístico tendremos que determinar el valor de una Fo (F Calculada) que se 

detennína con los valores obtenidos eo nuestro estudio; y comparándola con la FT (F Téorica). la 

cual se obtiene directamente de tablas conociendo el valor de nuestros grados de libertad (g.I) 

entre tratamientos y los g.I. de error residual. 

Se plantearán una Hipótesis nula (Ho) y una alternativa (HI}; las cuales analizaremos de 

acuerdo al siguiente criterio de aceptación: 

Si Fo < Ft se acepta Ho 

Si Fo< Ft se recliaza Hoy se acepta Hl. 

A continuación se describen las fónnulas utilizadas: 

59 



TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA 

Fuente de Grados de Suma de cuadrados Varianza o cuadrados 

Variación libertad (SC) medios F Cale. FTeórica 

~.l. <CM) 

k se,,,., CMrnit 

entre K-1 I: k2.j_ x2 .. Mtrnt = --- FCalc= --- Fteor=F 

tatamientos j=l aj """N =se 
trnt k-1 CMermr 1- a. k-j, N-K 

k nj k x2-i SCermr 

del error N-K I: I: X2ij-I: -- = SCermr CMermr = ---
j=J j=l j=l nj N-K 

60 



Eatadf11tic1 
de datos 

N= 
Suma= 
Promed= 

Estadfstic1 
do datos 

N= 
Suma= 
Promed= 

TABLA DE ANALISIS ESTADISTICO 
TEMPERATURA: 5 grados 

Ho = El modelo se ajusta aoocuadamenle a los datos 
H1 =E/modelo no se ajustaadocuadamontoa los datos. 

CrilRrlo de aceptación : 

Si Fo> Ft so acepta Ho. 

VALORES DE Y Grados de Suma de cuadfedos 
DATOS TOMADOS líbenad (SC) 

L-1 L-2 L-3 n.I 

2.92 2.911 2.915 
2.917 2.91 2.914 3-1=2 203.30434-203.30425 
2.916 2.909 2.913 = 9•10-5 
2.915 2.91 2.913 
2.915 2.909 2.911 
2.914 2.908 2.912 24-3=21 203.31065-203.30434 = 
2.904 2.904 2.904 = 6,32•10-3 
2.902 2.903 2.903 

8 8 8 
23.303 23.264 23.285 

2.913 2.908 2.911 

N 24 
Suma 69.852 

Promed 2.911 

Como Fo< Ft se acepta Ho 

VALORES DE Y Grados de Suma de cuaaadoa 
DATOS OBTENIDOS llbenad (SC) 

L-1 L-2 L-3 ª·' 
2.92 2.911 2.915 2 1.2•10-4 

2.917 2.91 2.914 
2.916 2.909 2.913 
2.915 2.91 2.913 32 7.5*10-4 
2.915 2.909 2.911 
2.914 2908 2.912 
2.915 2.911 2.917 
2.914 2.913 2.912 
2.906 2.898 2.905 
2.904 2.904 2.904 
2.902 2.903 2.903 

11 11 11 
32.038 31.986 32.019 
2.913 2.908 2.911 

N 33 
Suma 96043 

Promed 2.91 

Como Fo< Ft se acopla Ho 

61 

Vllrlanza ó F1 
cuadrados cale. 
medJostCM\ "'º' 

9•10-5/2= 0.15 3.47 
::4,5*10-5 

6.32*10-3/21= 
3.009'10-4 

Varianza ó F F1 
cuact-ados cale. 
medios ICMl "'º' 

6*10-5 2.56 3.32 

2.34*10-5 



Esta dls. 
de dalos 

N• 
Suma= 
Promed= 

Estadls. 
da dalos 

N= 
Suma= 
Promed= 

TABLA DE ANAL!SIS ESTADISTICO 

TEMPERATURA: 25 grados 

Ho = El modela se ajusta adecuadamente a los datos 
H1 = Elmodolo no se a¡uslaodecuadamente a los datos. 

Criterio de aceptar.Ión ; 

Si Fo < Ft se acepta Ho. 

VALORES DE Y G1ados de Suma de cuadrados 
DATOS TOMADOS libertad (SC) 

L-1 L-2 L-3 ni 

2.92 2.911 2.915 2 3.8°10-5 
2.915 2.907 291 
2.915 2.909 2.91 
2.914 2.904 2.909 27 3.s4•to-4 
2.913 2.904 2.906 
2.912 2.902 2904 
2.908 2.9 2.9 
2.893 2.895 2.88 
2.886 2.892 2.87 

2.883 
9 10 9 

26.176 29.007 26104 
3.739 3626 3263 

N 28 
Suma 81.287 

Promed 3.543 

Como Fo< Ft se acepta Ho 

VALORES DE Y Grados de Suma de cuadrados 
DATOS OBTENIDOS libertad (SC) 

L-1 L-2 L-3 n.I 

2.92 2.911 2.915 
2.915 2.907 2.91 2 57*10-4 
2.915 2.909 2.91 
2.914 2.904 2.909 
2.913 2.904 2.91 35 421•10-3 
2.913 2.902 2.904 
2.908 2.9 2.908 
2.908 2.895 2.91 
2.904 2.892 2.9 
2.893 2.881 2892 
2.896 2.88 288 
2.886 2.883 2878 Como Fo< FI se acepta Ho 

12 12 12 
34.885 34.768 34826 

2.907 2.897 2.902 

N 36 
Suma 104.48 

Promed 2.902 

62 

Varianza O F Ft 
cuadrados Cale. 
meóoslCMI IFol 

1.s2s•10-s 0.15 3.34 

1.3t•t0-4 

Varianza O F Fl 
cuadrados cale. 
medio:> fCM\ IFol 

2.es•10-4 2.38 3.23 

1.20•10-4 



Esladls. 
de datos 

N= 
Suma• 
Promed= 

Estadls. 
de datos 

N= 
Suma= 
Promed= 

TABLA DEANALISIS ESTADISTICO 

TEMPERATURA: 34 grados 

Ho = El modelo se ajusta adscuadamente a Jos daros 
H 1 = El modelo no se ajusta adecuadamente a los datos. 

Crilerlo de aceptación: 

Si Fo < Ft &e acepta Ho. 

VALORES DE Y 
DATOS TOMADOS 

L-1 L-2 

2.92 2.91 
2.913 2.907 
2.915 2.908 

2.91 2.902 
2.908 2.888 
2.905 2.877 
2.897 2.864 
2.891 2.855 
2.875 2.85 
2.871 2.846 

10 10 
29.005 28.807 
2.9005 2.8807 

N 28 
Suma 81.005 

Promed 2.8934 

L-3 

2.915 
2.912 
2.907 
2.906 
2.902 
2.895 
2.882 
2.874 

8 
23.193 
2.8991 

Como Fo< FI se acepta Ho 

VALORES DE Y 
DATOS OBTENIDOS 

L-1 L-2 L-3 

2.92 2.91 2.915 
2913 2.907 2.908 
2.915 2.908 2.912 
2.91 2.902 2.907 

2.908 2.897 2.901 
2.905 2.888 2.906 
2.897 2.877 2.902 
2.902 2.879 2.895 
2.891 2.864 2.9 

2.87 2855 2.878 
2.875 2.85 2882 
2.871 2.846 2.874 

Grados da Suma de cuadrados 
Ubenad (SC) 

o.! 

2 2.37•10-3 

27 9.92•10-J 

Grados de Suma de cuadrados 
llbertad (SC) 

º' 
2 2.12'10-3 

37 001155 

Varianza 6 
cuadrados 
msdos ICMl 

1.185•10-3 

3.s1•10-4 

Varianza ó 
cuadrados 
medos íCMl 

1.06*10-3 

3.12•10-4 

12 12 12 Como Fo> FI se rechaza Hoy se acepta H1 
34.777 34.583 34.78 

2.898 2.882 2898 

N 36 
Suma 104.14 

Promod 2893 
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F F1 
cale. 
IFol 

3.23 3.34 

F F1 
cale. 
!Fol 

3.39 3.23 



TABLA DE ANALISIS ESTADISTICO 

TEMPERATURA: 50 grados 

Ho = El modelo se aju51B aclecuadamento a los datos 
H1 =El modelo no se ajusta adecuadamente a tos datos. 

Criterio de aceptación : 

SI Fo > F1 se acepla Ho. 

VALORES DE Y Grados da Suma de cuadrados Varianza ó F FI 
DATOS TOMADOS hbertad (SC) cuadrados cale. 

Eatadis. L-1 L-2 L-3 º' medos lCM\ fFol 
de datos 

2.92 2.911 2.915 2 0.01063 5.3151 10-3 0.86 3.23 
2.913 2.901 2.911 
2907 2.873 2.907 
2.875 2.837 2.882 38 0.23555 6.199"10-3 
2.855 2.827 2.871 
2.852 2.821 2.868 
2822 2794 2.842 
2828 2.796 2.824 
2825 2.777 2.81 
2.764 2.749 2.786 
2726 2.673 2758 
2.708 2.696 2.738 
2.66 2627 2679 

N= 13 13 13 
Sume= 36.65 36.282 36.791 
Promed= 2.819 2.791 2.83 

N 39 
Sume 109.72 

Promed 2.813 

Como Fa < Ft se acepta Ha 

VALORES DE Y Grados de Suma da cuadrados Varianza ó F FI 
DATOS OBTENIDOS libertad (SC) cuadrados cale. 

Estadls. L-1 L-2 L-3 o.I medos !CM\ fFo\ 
de datos 

292 2.911 2.915 2 0.01331 6.655"10-3 1.78 323 
2.913 2.901 2.911 
2.907 2.873 2.907 
2.885 2.851 2.888 47 0.17593 3,743•10-3 
2.858 2.821 2885 
2.868 2.836 2.872 
2.875 2.837 2.882 
2.855 2.827 2.871 
2.852 2.821 2.868 
2.822 2.794 2.042 
2.828 2.796 2.824 
2.825 2.777 2.81 
2.764 2.749 2.786 
2.726 2.673 2.758 
2.708 2.696 2.738 Como Fo< Ft se acepta Ho 
2.66 2.627 2679 

N= 16 16 16 
Suma= 45.261 44.804 45.436 
Promed= 2.829 2.8 2.84 

N 48 
Suma 135 5 

Promed 2.823 64 



EJEMPLO DE LOS CALCULOS REALIZADOS EN ELANALISIS ESTADISTICO 
CON LOS DATOS TOMADOS A UNA TEMPERATIJRA DE 5 GRADOS 

se del error entre 
tratamientos 

se del error 

Suma de Cuadrados (SC) 

(23.303)2 (23.214>2 (23.285)2 (69.852>2 
+ ___ + 

8 8 -24--

= 203.30434 -203.30425 

= 9 X 10-5 

(23.303)1 
= ((2.92>2 + (2.917>2 + ... + (2.904)2 + (2.903)2] -[ ___ + 

8 

(23.214>2 (23.285)2 
+ ___ + ___ ] 

8 8 

= 203.31066 -203.30434 

= 6.41 X I0-3 

Varianza o Cuadrados Medios (CM) 

SM del error entre 
tratamientos 

SM del error 

F cale 

90 X lQ-S 

= 4.5x10-s 

6.J2 X 10 .3 
____ = 3.009x 10-4 

21 

4,5 X 10 -5 
0.150 

3.009 X lO ..¡ 
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CAPITULO V 



DISCUSION 

Uno de los objetivos de este trabajo fue validar el método utilizado para la cuantificación del 

Clavulanato de Potasio como materia prima, el cual se encuentra referido en la U.S.P. XXII. 

Los puntos considerados para la validación fueron los siguientes: Precisión, rcpetibilidad, 

reproducibilidad, linearidad, limite de detección, limite de cuantificación, tolerancia y 

especificidad, solo para el sistema, ya que se trataba de una validación de un antibiótico que es 

vendido como materia prima, por lo tanto, no se tiene placebo para realizar algunos puntos de la 

validación, como por ejemplo la linearidad del método. 

De los parámetros analizados se obtuvieron resultados satisfactorios; ya que en aquellos en los 

cuales se determinó su coeficiente de variación se encontraron dentro de limites especificados por 

la U.S.P. XXII. 

Se tiene una buena reproducibilidad enn los datos obtenidos, ya que las áreas que en este caso se 

toman como adimensionales, concuerdan de un dia a otro y entre diferentes analistas. Por lo 

tanto, los coeficientes de variación obtenidos son aceptables. 

Para demostrar la especificidad se tuvo que variar la polaridad de la faso móvil, de donde se 

observa en todos los cromatogramas la aparición de tres señales, una debida al blanco, otra a 

nuestra molécula intacta (CK) y otra correspoodiente al producto de degradación; al realizar una 

Cromatografia en capa fma, solo se observan dos manchas, una correspondiente al CK y otra al 

producto de degradación. (Fig. K, P). 
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Al agregar metano! al buffer pH 4.4, los picos se juntan (Fig. 1), esto se debe probablemente a 

que el producto de degradación es más polar que la molécula intacta y esto se comprueba al 

observar que al diluir el buffer con agua era mejor la separación de los picos. (Fig. J). 

Otro de los objetivos fue determinar la cinética do degradación y la fecha de caducidad del 

Clawlanato de Potasio; con respecto a los datos obtenidos en la estabilidad, el compuesto 

analizado sigue una cinética de degradación de primer orden. Esto pudo demostrarne al analizar 

tres lotes diferentes a cuatro diferentes temperaturas durante un tiempo do 109 dias, analizándose 

las muestras por lo menos cada ocho dias para cbservar de qué forma afectaba la temperatura en 

la degradación del producto. 

Se realizaron las siguientes detenninaciones a las muestras, a las distintas temperaturas, titulo 

cromatográfico, pH y humedad para seguir el comportamiento de nuestro producto, de donde se 

observó que al transcurrir el tiempo, tanto la humedad como el pH iban en aumento, mientras 

disminuía el t~ulo químico, esto se debe probablemente al mecanismo de degradación que se lleve 

a cabo, el cual es totalmente desconocido hasta ahora. 

De los datos obtenidos se construyó una gráfica de la cual algunos puntos no entraban dentro de 

la misma, por lo tanto se tuvieron que descartar, pero realizando un análisis estadístico para 

demostrar que estos puntos eran erróneos. 04). 

Se realizó un análisis de varianza en el cual se tuvo que realizar una comparación entre todos los 

datos obtenidos en el estudio de estabilidad y los que se tomaron en cuenta para realizar las 

gráficas correspondientes al orden de reacción y determinar la fecha de caducidad. 

De este análisis se puede observar que las F calculadas en los datos tomados son menores que en 

los datos obtenidos, de esta manera se puede demostrar que los resultados descartados para el 

análisis se deben probablemente a errores experimentales. 
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En las gráficas realizadas para las diferentes temperaturas se obtuvieron coeficientes de 

determinación (r2) de 0.97 y 0.98. 

En el análisis para detenninar Ja fecha de caducidad, utilizando la ecuación do Anhenius, se 

realizó un promedio de las K's obtenidas a las distintas temperaturas y este valor fue el que se 

tomó para graficar nuestros datos. 
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CONCLUSIONES 

Dentro de los parámetros de la validación como son las precisión, reproducibilidad, repetibilidad 

y límite de cuantificación, se obtuvieron coeficientes do variación menores al 1.5% establecido en 

la U.S.P. XXII. 

Para el limite de detección se determinó un coeficiente de variación menor al 2%, establecido por 

los Laboratorios Fermic. 

Para la linearidad se obtuvo una linea recta con un coeficiente de correlación de 0.999, un 

coeficiente de determinación mayor a O. 98 y una pendiente muy cercana a 1. 

Para la especificidad y tolerancia se procedió a cambiar la polaridad de la fase móvil y tipo do 

columna, demostrando de esta manera que el método es especifico y tolerable. 

En el estudio de estabilidad se encontró que el Clavulanato de Potasio sigue una cinética de 

degradación de primer orden y una fecha de caducidad de un año con once meses a S grados 

centígrados en las condiciones.., la cuales el producto es distribuido y almacmado hasta su uso. 
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APENDICE 

INTERCEPTO (b) =Y· mX 

t(X-X)' 
DESVIACION ESTANDAR (DE)= --

n-1 

l:Xi 
MEDIA ARITMETICA 00 = ---

DE 
COEFICIENTE DE VARIACION (CV) = --- • 100 

:X 

COEFICIENTE DE CORRELACION (r) 

ntXY-tXtY 

[ {nl:X' • (l:X)2) (ntYJ2 • (tYJ'lJ"' 

COEFICIENTE DE DETERMINACION (r2) 

(nl:XY • l:Xl:Y) 

r2 =----------
[ntX' - (l:X)2] [nl:Y' • (l:Y)2 ] 

nl:XY-l:Xl:Y 
PENDIENTE (m) 

nl:X2-(l:X)2 
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