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INTRODUCCIO N

VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

Es extracordlnaria la evolucidn tan répida de la validacién de métodos
analiticoa que se ha dado en la Gltima d&cada.

En los 40'a se dieron los lineamentos para poder realizar una validacisn
de métodos analiticos y en los 60's se introdujo este concepto en
nuestro pais.

La validacién de métodos analiticos se ha vuelto una necesidad en la
industria Farmacéutica, dade el incremento de nuevos productos para la

salud y con elleo el requerimiento de métodos de an&lisis apropiados
{(1,2).

Con la participacién de México en el " Tratado de Libre Comercioc ", para
poder ampliar nuestro mercado, es necesario cumplir con la reglamenta-
cifén de otroec paises para alcanzar una * Calidad Mundial para Nuestros
Productos ".

La validacidn de métodos analiticos se basa en principios cientificos
adecuados, que han sido optimizados para propdsitos pricticos de
medicién. Es un proceso mediante el cual gueda establecido, por estudios
de laboratorie, que la capacidad del método satisface los requisitos
'para lag aplicaciones analiticas deseadas, dando como resultado datos
analiticos Gtiles y confiables (2,3,4,5).

La capacidad del método se expresa en términos de parimetros analiticos
como gon (3):

Precisidn.

Linearidad.



Exactitud.

Especificidad.

Limite de Deteccién.

Limite de Cuantificacién.

Estabilidad de la Muestra.

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

1)

2)

3}

Un método de anilisis apropiado, en el cual se establecen todas
las condiciones de an&lisis por ejemplo: pH, tiempo de agitacién,
sustancia de referencia, etc.

Un protocolo de validacién en donde se resumen procedimientos y
¢ritericos para los trabajos de laboratorio. Estos criterios y
procedimientos serin uniformes con respecto a los empleados en las
demis validaciones de métodos dentro de la organizacién, y &stos
a su vez de acuerdo a los parimetrogs establecidos por
organizaciones como Secretaria de Salud de México o la FDA en
EUA.

Al finalizar la validacién deberd elaborarse el informe de
validacidn, con informacién Gtil y clara, para los usuarios y
autoridades. Dejando por escrito todo lo referente a la

validacidn.

AGn cuando se trate de industrias transnacionales , es necesarioc la

validacidén de métodos analiticos gue se desarrollen en laborateorios

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

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

equipos, ete,los métodos son confiables dentro del intervalo

determinado



OBJETIVO

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

™ Método para andlisis de contenido de amoxicilina trihidratada en

suspensién que también contiene clorhidrato de ambroxol.

- Método para andlisis de contenido de amoxicilina trihidratada en

cdpsulas que también contienen clorhidrato de ambroxol.

™ Método para anllisis de contenido de clorhidrato de ambroxol en

guapensidn gue también contiene amoxicilina trihidratada.

- Métcdo para andlisis de contenido de clorhidrato de ambroxol en

cdpsulag que también contienen amoxicilina trihidratada.

En los métodos propuestos se utiliza la técnica de HPLC ( High Pressure
Liguid Chromatography).

Se pretende establecer gque la capacidad de los métodos mencionados,
cumplan los requisitos para ser utilizados como métodos de rutina en el

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




caritTuLo 1

GENARALIDADES DE LOS .PRINCIPIOS ACTIVOS

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

Nombre quimico:

Fdrmula condensada:

Masa Molecular:

Fdrmula desarrollada:

icido 6-(D(-)-amino-c-p-
hidroxifenilacetamide)-penicilanico.
4—tia-1-azabiclclo-[3.2.01heptano-2-acido'
carboxilicd, 6-{([amino-(4-
hidroxifeniljacetil
amino]-3,3-dimetil-7-oxo,trihidrato[2s -[2 ,

5 .6 1(28™)].
CigH19N3055 - IH20

419.49 (amoxicilina trihidratada).

365.41 (amoxicilina anhidraj).

0
i .-
:"'O - C l B [—-O / \
L"‘.3C7\ /—""'_I —Nd{ - C - cH — OH. 4 > }‘20
H3C S y b —
2 0 KH,
Aspecto: Polvo de color blanco o casi blanco, microcristalineg.
Olor: Sustancia casi incdora o inodcera.




Solubilidad:

Identificacidn:

pH:1

Czntenids de agua:

Farmzzologia:(l12,13)

Ligeramente soluble en agua y metanol.
Précticamente inscluble en cloroformo,
acetonitrilo,benceno, éter. Scluble en

soluciones alcalinas dilufdas.

l.Cromatografia de capa fina (C.C.F), sistema:butanocl-

dcido acético glacial-aguz (50.0:1.5:10.0), Rf
aproximado 0.25.

2. Reaccidn colerida con &cido cromotrdpico.

3. Reacclén colorida con icnes de

Cobre.(reaccién de Fehling}.

4. Reaccifn colecrida con anilinz vy nitrito de
scdio.
3.5 - 5.5 (disolucifn acussa al 2 %)

ror el mésodo de Xarl Fisgher.

Se¢ sintetizd varios afios caspués de la
ampicilina. En 1§71 N2u y Winssll, publicaron
c:e la amoxicilira y la azzicilina tienen
espectro antibacterial semejante. Otras
publicaciones [14), regortaron gque la
amoxicilira es mejor abscrbida , preoduce
mayores niveles en sangre y su efecto es mis
rolongade que con la ampicilina. La amoxicilina

sz ukiliza en irfecciones de vias




respiratorias altas provocadas por:
Staphylococcus aureus beta-hemolitico y
Streptococcus pneumonie, contra infecciones
causadas por especies de
Neisseria,HaemSphilus influenzae,
N.gonorrhoeae, S.marcescens. La amoxicilina

es mis estable en jugo gistrico que la
ampicilina (15).

Es efectiva en tratamientos de ginusitis,
otitis media. También en el tratamiento de
infecciones del tracto urinario, infacciones
no complicadas causadas por microorganismos
de la familia Enterobacteriaceae de las
cuales Escherichia coli es la especie mis

comin.




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

Homhre quimico: Clorhidrato de trans-4~[(2-amino-3,5-

dibromobenciljamino)-ciclohexanol.

Maga Molecular: 414.6.

\

|

Férmula condensada: C13HigBrzNz0 * HCL.
Férmula Desarrollaca:

e NH,
L
CH,_—NH-O—O:—: JHC

Br

Aspecto: Sustancia cristalina, de dclo: blanco o casi
blanco,

Cloro: 3ustancia précticamente inodora.
Identidad: . 1.- Espectroscopia U.V en ECl 0.01N

A (1%,lcm) (244 nm) aprox
240 .

2.~ Temperatura de fusibn: 235° - 240 °C
{con descomposicidn).

3.- Cc.C.F, sistema tolueno-isopropancl+-
hidréxido de amonio (80:20:0.2). Rf

aproximado de 0.5




4.~Identificacién del cloruro con nitrato de

plata.

Solubilidad: Soluble en metanol;
poco soluble en etanol y agua;
ligeramente soluble en &cido ac&tico
glacial;

préicticamente insoluble en cloroformo.

pi: 4.5 - 6.0 (soluci6n al 1%).

Contenido de agua: Como mdximo 1.0 %, determinada por el método de Karl
Fisher.

Farmacologlia: La asociacién de ambroxol clorhidrato Y

amoxicilina trihidratada es efectiva en
afecciones de las vias respiratorias. El
ambroxol es un mucorregulader fluidificante
de las secreciones bronguiales.

Favorece el incremento de fluidos del tracto
respiratorio, fluidificando la secrecién
bronquial y estimulando la produccidn de

surfactante bronguial.




CAPITULO II

CROMATOGRAFIA
1.0 Tipos De Cromatografia:
CROMATOGRAFIA
cromatografii Cromatografia
de Gases Liquida
COLUMNA
Gas-Liguido Gas-sdlido
Intercambio 4{7 Exclusidn ]
Iénico
Fase Fase
Normal Raversa
l PLANA
Liquido/Liquido Liguido/sélido
Particién Adsorcidn
Cromatografia Ccromatografia
Papel Capa Fina




1.1 Cromatografia de Gases:{1,7)

1.1.1

Cromatograffa Gas/Liquido:

Esta té&cnica se fundamenta en el coeficiente de particidn de
los compuestos afines a la fase mdvil y a la fase
estacionaria.

La fase estacionaria esti compuesta por un soporte inerte
come por ejemplo: tierras de silice cubierta por una fase
liquida. La fase m&vil es un gas inerte, purc de bajo costo
como por ejemplo: N2, He y sirve para transportar la mezcla
de compuestos a separar.

Cromatografia Gas/sSlido:

Esta técnica se basa en la adsorcidn entre los compuestos
acarreados per la fase mSvil que es un gas y una fase

estacionaria que es un sélido.

1.2 Cromatografia de Liquides:(1,7)

1.2.1

Cromatografia Intercambio Iénico: n

Esta técnica se basa en la interaccién entre los iones de la
mezcla a separar que se encuentran en la fase mdvil y los
sitios iénicos del empaque de la fase estacionaria, la cual
se compone de resinas catidnicas gue son resinas unidas a
fcido sulfanflico, o resinas aniénicas unidas a aminas
cuaternarias.

Esta técnica es ampliamente utilizada en la separacifn de
aminocécidos.

Cromatografia de Exclusidn:

Se basa en el masa molecular del soluto. La fase

10




1.2.

1.2

3

.4

egtacionaria 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 pasan libremente a través de la
columna, las moléculas pequeiias son retenidas y las
moléculas medianas interaccionan con la columna. La técnica
e ha desarrollado principalmente en ol andlisis para
polimeros y materiales biolégicos.

Cromatografia Fase Normal:

Esta técnica se fundamenta en la particidn del soluto entre
dos disolventes inmiscibles. La fase m&vil esta compuesta
por un disolvente no polar como por ejemplo: hexano,
¢loreformeo, cloruro de metilo. La fase eatacionaria eon
columnas polares. La técnica es particularmente 4til en la
separacién de compuestos débilmente polares, especialmente
isémerca. El orden de interaccifén de los compuestos con la
columna depende de la polaridad de elleos, los no polares neo
interaccionan, los débilmente polares interaccionan y los
polares quedan retenidos en la columna.

Cromatograflia Fase Reversa:

Esta técnica se fundamenta en la particién del soluto entre
dos disolventes inmiscibles. A diferencia de la fase normal
1a fase m&vil es polar como por ejemplo: agua, metanol,
etanol, acetonitrilo, tetrahidrofurano y la fase
estacionaria es no polar, la mas comunmente utilizada es

octadecil silica { R={CH2)17CHa ).
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El orden de interaccidén de los compuestos con la columna
depende de la polaridad de &stos. Los polares no
interaccionan con la columna, los débilmente polares
interaccicnan y los no polares se retienen en la columna.
La fase estacicnaria no polar, hace que el sistema sea muy
Gtil para la separacién de compuestos orginicos. En una
mezcla de compuestos orgénicos que tengan pequefias
diferencias en sus estructuras o sus sitios de unién, el
grado de interaccidn con la columna es diferente para cada |
unc. Existen ademis opciones para escoger el disolvente
adecuado para la muestra. La selectividad y el tiempo de
retencidn de los componentes de la mezcla pueden ajuastarse,
alterando el grupo unido a la silica del empague 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 disclvente y la fase mévil que se
encuentra en una cimara que es saturada previamente. Hay
varios tipeos, segin la forma de correr de la muestra:
ascendente, descendente, dos direcciones, radial.
Cromatografia Capa Pina:

Esta técnica se basa en el fenémeno de adsorcisn de los
compuestos de una mezcla, entre la fase estacionaria que es
la silica gel sobre un soporte que puede ser widrio,aluminic

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

12




disolventes con la gque ha sido previamente saturada la
camara. Se utiliza regularmente como prueba de identidad,
celeocando junto con la muestra a identificar,la sustancia de
referencia y calculando el Rf de ambas.
Cromatografia De Liquidos De Alta Rasolucién (CLAR o EPLC):
Se basa principalmente en la insttumehtacién, y las distintas
propiedades de los ligquidos como por ejemplo: valores de difusién,
viscosidad, polaridad, acidez.

Parimetros importantes en la té&cnica de HPLC:

u El equipo para HPLC, cromatdgrafo de liquidos, se ilustra en la
figura 3.

L Sistemas de Gradientes: l)Isocritico: durante tode el tiempo gque
se lleva a cabo la cromatografia ,la composicién de la fase mdvil
es constante. 2)Gradiente de elusidn: cuando la relacidn de
volimenes de la fase mévil sufre cambios, el efecto neto dql
gradiente de elusién es disminucifn en el tiempo de retencidn de

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

n La Fage Mdévil:

Su composicifn es una de las variantes gque influyen en la
geparacidén. La fase mdvil debera:

{a) Ser pura; libre de contaminantes.

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

{c} ‘'Ser compatible con el detector.

(d) Disolver la muestra.

{e) Tener una baja viscosidad.

{(£) Ser comerclalmente disponible.

13




Preparacidn de la Fase Mévil:

Precauciones:Todos los trabajos de preparacién de la fage mévil

deben realizarse bajo campana de extraccidn rYa que algunos

disolventes son sumamente tSxicos por ejemplo: metanol y

acetonitrilo, (16)

Recomendaciones: {1,16)

(a)

{b)

(<)

(d})

(e}

(f)
(g}
(h}

Utilizar disolventes HPic.

Medir con exactitud todos los volimenes, va que minimas
modificaciones en la composicién, provocan cambios en

el comportamiento de la separacisn.

Utilizar recipientes de vidrio para la preparacién y
almacenamiento.

Filtrar la fase m&vil, 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 Q3
CO,, que pueden reaccionar con el analito, ¢ interferir en
la deteccidén,dasgasificar la fase mévil, utilizande un bafio
de ultrasonido por S min, para eliminacidn de microburbujas.
No dejarla envejecer.

Contreolar el pH cuando sea necesario .

Utilizar agua de alta pureza, destilada, libre de
particulas, sin contaminantes orgé&nicos, sin contaminacién

microbiolSgica. Las impurezas pueden causar picos fantasmas

Columnag:{1,3,16,17)

Estructura:

14




La pared interior de la columna debe ser lisa y guimicamente
neutra. Se emplean tubog de acero, empacados con particulas de
tamafio de 4-10 micras. Las particulas son sllicagel modificado, ya
8ea con numerosos grupos hidroxilos, o también con alquil silanoce
de 18, 8 y 2 &tomos de carbono, RP18, RPS y RP2 respectivamente.

P-5i- OH el #-si- Q /R

. ] ——— Si

@-si- o8 c¥ “r @-si- " \r

R= Cia. Cg, C2.

Las columnas tienen un difmetro interior y longitud variable.

Modificando el pH de reaccién durante la preparacifn de la

silicagel para las c¢olumnae, se obtienen particulas de diferentes

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

particulas irregulares, guebradas, de reaccidn neutral a

ligeramente &cida, por ejemplo LiChrosorb.

Con una reaccién a un pH de 3.0 a 6.6 y de 8.1 a 9.9, se

obtienen particulas esféricas, LiChrospher, de reaccién lavemente

&cida por ejemplo: nucleosil; o bésica hipersil.

Recomendacicnes: (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 buencs

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

{d)

{e}

(f)

una velocidad de flujo 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 disclvente
utilizade en la fase mdvil.

Almacenar las columnas en un lugar libre de vibraciones y
cerrado.

Documentar su usc, nimere de inyecciones y fase mbvil
utilizada en la columna.

Determinar el tiempo de vida de la columna; &sto 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 resclucién entre estos picos puede calcularse con la

siguiente ecuacidn:(l,3)

Donde:

2{&y -ty
a wy+H#,

tr = tiempo de retencién del pico 1 y 2
respectivamente.
W = el ancho del pico (ver fig 1).

-

Tty
LR PRI e

o,

i

H

il

|
%

Tifaty ————— M
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 mis componentes. Con valores de
resoiucién arriba de 0.5 ge obtendrdn picos capaces de identificar
el niimerc de componentes, pero &stos probablemente no estén blen
separados. Se necesita un valor de resolucién cercano a 1.0 para
obtener pico¢ claramente separades y puedan ser cuantificados los
componentes de una mezcla.

Cllculo del factor de asimetria:

Wo.08

2f

factor de asimetria.

distancia del frente del pico hasta el méximo en
5% de la altura del pico.

ver figura 2.

Donde:

ot

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 cilculo del &rea del pico puede ser inexacto
porque el punto donde el pico vuelve a alcanzar la lfinea b&sica
es diffcil de integrar; si el valor de "t" es muy cercanoc a 1.0 se

cbtienen pices simétricos y fdcil de ser integrados.
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(e}

(d)

{e}

(£}

'E8 importante lavar las columnas después de cada anilisis.

Utilizar una mezcla de agua y disolvente 1:1; el disolvente
puede ser metanol o acetonitrilo, segin el disclvente
utilizado en la fase mdvil.

Almacenar las columnas en un lugar libre de vibraciones Vi
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 Yy 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 como resultado bandas o picos a diferentes

tiempos. La resoclucidn aentre estos picos puede calcularse con la

siguiente ecuacidn:(1,3)

Donde:

R = _2..(‘";‘_"1.).
w, + W,

R =resolucidn

tr =tiempo de retencién de los picos 1 y 2.

W =amplitud de la base de los pices de los componentes
1]’25




S§i la resoluci®n es 0 4 & menor, la forma del pico no es clara Y
probablemente existan dos o mis componentes. Con valores de
resolucién arriba de 0.5 se obtendran picos capaces de identificar
el nimerc de componentes, pero estos probablemente no estén bien
separados. Se necesita un valor de resolucidn cercanc a 1.0 para
obtener picos claramente separados y puedan ser cuantificados los
componentes de una mezcla.

Cilculo del factor de asimetria:

t= Woos
2f
Donde: t = factor de asimetria.
£ = anchura del pico medida entre el miximo y el
frente del pico para la misma altura del pico
ver figura 2.
Wo.05 anchura del pico para un 5% de altura.

oo
2

Frome . !

L
pres ‘

—//_.; :w. h \‘;”“

AVE- WA e

e m—

-
Pico simétrice
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 &rea del pico puede ser inexacto
porque el punto donde el pico vuelve a alcanzar la linea b&sica
es dificil 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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La eficiencia de la columna est& en funcién de pardmetros como
por ejemplo: disolvente, velocidad de flujo, tamafic de particula
del empaque de la columna, la viscosidad del disolvente. La
eficiencia de la columna se dascribe por el nimerc de platos
tebSricoas "N*,

Calculo de N:
ta 2 t 2
N= 15(_) = 5.5(._3. )
w Win

Donde: N = nimero de platos tedricos.

tn= tiempo de retencién.

W= ancho del pico.

(ver figura 1).
Como €l nimero de platos tefricos es proporcional a la longitud da
la columna, es preferible tener una medida de la eficiencia que
sea independliente a la longitud de la columna como es "H" & "HETP"
(height equivalent to theoretical plate), se relaciona con el "N"
como se muestra en la ecuacidn:

H=HETP=f—, .

Donde L= longitud de la columna en mm.
N= nimero de platos tedricos.

3.0 Equipo Utilizado

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

[Bomba _}—f Inyector }{Columna }—{ Detector }—[Manejo de datos |
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Componentes generales de un sistema HDPLC.

Funcién de los componentes:

a}

b}
c)

d)

Bomba: Proporciona un flujo constante de fage mévil durante
un rango amplic de tiempo.

Inyector: Sistema para introducir la muestra 1la 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 otres componentes como por

ejemplo:

e}

Automuestreador: sirve para facilitar la operacién de los

anilisis miltipies.

£} Bombas mdltiples: son para trabajar con gradiente de
elugidn.

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

Equipo: Cromatografo de liquidos Beckman { figura 3}.(18)

SISTEMA GOLD

BAutcmuestreador Beckman 507

Module de bombas programables Beckman 126
Detector programable Beckman 166

Descripcién del Sistema:

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

Primero. El Sistema Gold es usade como controlador para el
equipo de HPLC, coordina la operacidn de cada mddulo, bomba,
automuestreador y detacter, el sistema as compatible con

otros hardware,
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Segundo: Se usa para reunir los datos de la suestra que se
eati corriende y para reportarlos. En la memoria se
almacenan las condicicnes de diferentes anilisis.

Tercero: El Sistema Gold es un Gtil procesador de muestras,
porgque cada cromatograma © reporte pueds ser almacenado en

un disco.

Consiste en médulos individuales: automsuestreador, bombas,

detector.

Toda la operacién de los parfmetros estin bajo el control de

un procesador central.El Sistema Gold utiliza una simple

Computadora perscnal para el control y adquisicién de datos,

reporte,etc,

Computadora perscnal 1B AT,PS/2 @erles, las partes importantes de

la computadora son:

a)

b)

c)

d}

1)

La unidad del sistema, conteniendo el procesador, memoria, Y
drives

Bl monitor,el cual despliega los cromatogramas, programas e
informacién

El teclado para introducir datos de la muestra o ejecutar
accicnes.

Interfase serial Beckman, la cual provee de informacidn
entre

la computadora y los mSdulos

El mouse, para una fidcil operacién

La impresora, utilizada para el reporte de cromatogramas Y

resultados
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Los problemas mis comunes causados por los componentes de un

cromatdgrafo son:{1,16,17)

a}) Bomba: tiempos de retencidn err&necms, linea base ruidosa,
picos extrafios. Cromatogramas defectuoscs por fugas en las
conexiones. Las fugas se pueden detectar por formacién de
cristales en las conexiones. Es recomendable realizar
mantenimiento praventivo.

b) Inyector: fugas, capilares tapados, sellos gastados,
inyectores no reproducibles, lcops semilleros provocan
alturas de pico variables, picos divididos y picos anchos.

c) Columna:

¢.1l) El deterioro de la columna causa problemaa en los an&lisis
dande formas de pico indefinida; picos divididos, hombros,
pérdida de resolucidn, disminucién de los tiempos de
retenci6n y alta contrapresién. El deterioro puede ser por
que se han acumulado contaminantes en el filtro poruso 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 tamafiog de particulag diferentesn
o de poro grande provocan ensanchamiento de picos o una
elusidn retardada.

¢.3) Una columna que en la entrada tiene los espacios activos
ocupados {recargada) forma piccs mAs 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 dobles en todas las sustancias mostradas
en el cromatograma.,

€.5}) Frits obstruidos, provocan una presién alta en el sistema

c.6} Frit defectuoso a la salida de la columna, provoca que el
magerial de relleno sea arrastrado de forma continua a
través de &l.

d) Detector: de dos tipos mecinicos y eléctricos. Los
mecdnicos, en este caso &pticcs, se localizan generalmente
en la celda de flujo v son: fugas, burbujas y contaminacién.
Estos procducen picos extrafios o ruido en la linea base del
cromatcgrasa.

Funcicrnamiento en forma gansral de un eguipo HPLC:

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

en la parte superisr de lz c¢olumna. Lz muessra interacciona dentro

€& la columna siendo acarresda por la fise mévil gue es impulsada
per una bomba. Los componantes gue tienen mis afinidad por la
columna tardan mis en salir. El detector da una seflal por cada

componente separado, esta sefial se visualiza en el monitor Y

puede mandarse a imprimir.

Fase Mivl




cAariTULO III

1.0

PROTOCOLQ DE VALIDACION

Definicién: (2,3,19,20)

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

la validacién dg el o los métodos analiticos, en &1 se describen las

pruebas necesarias para validar un método analitico, los parimetros

estadisticos a conasiderar y les criterios de aceptacién gue 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 métodc de cuantificacién de

suspensidn.

Validacidn del método de cuantificacién de

capsulas.

Validacidn del método de cuantificacidn de

suspensibn.

Validacién del método de cuantificacidn de

capsulas.

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

Capitulo IV.
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procesc mediante el cual se es-

para las aplicacicnes

amoxicilina trihidratada en

amoxicilina trihidratada en

clorhidrate de ambroxol en

clorhidrato de ambroxol en




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

Los pardmetros de validacidn en una té&cnica se aplican segiin la
categorfia de los m&todos. La tabla I relaciona la categoria de lcs

métodos con los parimatros de validacién.

Categorias de métodos y parimetros a efectuarse:
Categoria I Métodos para:
1.) Ensayos de materias primas: principics activos,

preservativos, antioxidantes, estabilizadores,etc.

Categorf{a 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 IIa:

51 el método se utiliza para cuantificar cualquiera de
la categoria II.

Categoria IIb:

$i @l método se utiliza como prueba limite de cualquiera
de los mencionados en la categoria II.

Categoria III:

Métodos adicionales cuantitativos para la caracterizacién

fisicoquimica del producto final, por ejemplo: disolucidn.
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TABLA I

Relacifn entre categoria de métcdos y parimetros & realizar.

CATEGOREA

PAREMETROS 1 Ila 118 III
Seteccividad/Especificidad Si Si si Dece
Exactitud Si 5i No pcc
Pecetibilidad Si No No DCC
Recroducibilidad si No No Bcc
Linezridad Si Si No 2]l
Limite de Deteccidn No 5i No Dcce
Limite de Cuantificacidn No §i No DCC
Rudaza . Si pce Dee Dee
Egpesificidad si si si pce

pcc = Dependiends del cass. 5i el método lo regq:ilere.

£l criterio a seguir para el estableciniento de los pardmetros de
validacién es sagin el laboratorio y el tipo de método gue Ee va a

validar.

I1os mstsdss ansiflivizes a validar en el prasante traiajo se encueatran

Por lo tanto, los pardmetros y el ordan en el que van a efectuarse, es

el siguiente:

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

Definicidn: La lirearidad de un Sistera es la compzobacibn de que los
reszltadss analiticos €23 proporcionales a la concentracién

de ia sustancia a redir, denzro de un intervalo determinadoe.




Dando una relacién lineal gue se puede expresar como:
Yy = mx + b.

Procedimjento:

- Construir una curva de calibracién de concentracidn contra
respuesta medida con el principio activo que ha sido previamente

analizado y aprobado,

- Construlr la curva cuaﬂéa menos con cinceo diferentes
concentraciones: 50, 80, 100, 120 y 150 %. Considerando el 100% la
concentracién del principlo activo en la solucidén final a
analizar, gque proporciona una respuesta adecuada dependiendo del
método a cuantificar.

- Realizar el andlisis para cada punte por triplicado.

- Preparar las muestras siguiendo el método de anilisis.

- Tabular como valor de "x" las concentraciones del analite y como

valor de "y" la propiedad medida.

- Graficar los valores tabulados.
Cilculos:
- Calcular: Ix, Iy, sz, Iyz, Ixy.
- Calcular el coeficiente de determinacidn:
p2z— (n(Exy) - (Zx) (Zy) 12

(n(Zx2)-(Zx)2) [n(252) - (Zy) 2]

- Calcular el coeficiente de regresién:

r=\r2
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- Calcular para cada una de las muestra de los puntos de la curva el

factor F:

_(¥)
=)

Donde: y= propiedad medida.
x= concentracidn da la dilucién de la solucién patrén.

- Calcular: IF vy TF2.
- Calcular la media del factor F:
— F
F=5
- Calcular la Desviacién estindar del factor F:

DE:JN(EF‘)—(EF)’

N(N-1)

- Calcular el coeficiente de variacién:

CE
CVem=x100
F

Criterio de Aceptacidn:

- oV < 1.5 %,
- r z 0.99
- 2 2 0.98

3.2 Precisién del sistema:(6,1%,20,21)

Definicidn: Es el grado de concordancia entre resultados analiticos
individuales que presentan una dispersién tipica tris una

repaetida aplicacidén de solamente el analito.
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Procedimiento:

CAlculos:

Praparar seis muestras al 100 % con el principio activo que ha sido
previamente aprobado, '

Conaiderando el 100 &% el punto medioc de la linearidad.

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

valor de *"y* propiedad medida.

Calcular: Ly, Zy°.~

Calcular la media de "y™:

>
g

Calcular la desviacifn estindar:

T
De N{N-1)

Calcular el coeficiente de varlacién:

DE
=—=x100
¥

Criterios de aceptacidn:

cvY 5 1.5 %

3.3 Linearidad del mé&todo:(26,19,20,21)

Definicidn:

La linearidad de un método analitico es la capacidad para

agegurar gue los resultados analiticos son proporcionales a la
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concentracién de la sustancia a medir, dentro de un intervale
determinado. Dando una relacidn lineal que se puede expresar
como:

y=mx + b,

Procedimiento:

Cilculos:

Determinar la linearidad del mé&tode con placebos, adicionandoles
concentraciones conocidas del principle actiyo de interés, cuande
menos a cinco concentraciones diferentes.

Utilizar las siguientes concentraciones para la determinacidns: 50,
80, 100, 120 y 150 %.

Se considera el 100 % a la concentracidn de la solucidn final de la
muestra a analizar que proporciona una respuesta adecuada, de
acuerdo a lo descrito en el método de andlisis respectivo.
Realizar el andlisis para cada concentracién por triplicado.
Preparar las muestras siguiendo el mé&todo de anilisis respectivo.
Tabular las concentraciones de la cantidad adicionada "x" y como
valor de "y" el % recuperado .

Graficar los valores tabulados.

Calcular: Ex, By, £x?, Ey?, Ixy.

Calcular la pendiente "m":

e dEXy) = (Ex) (Ty)
n(Lx?) - (Zx)?
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- Calcular la ordenada al origen "b" :
{Zy)-m(Zx)
b= n
- Calcular el error estindar de regresitn " § y/x 3

f(Yi-f)z

53A£= n-2

Donde: Y = valor calculado de y de acuerdo a la ecuacién y=mx+b.

- Calcular el coeficiente de determinacisn :

p2s [n(Zxy) - (Zx) (Zy) )2
[n(Zx?) = (Zx) 2] (n(Zy?) - (Zy) 2]

- Calcular el coeficiente de regresién:
r=\r?

Para calcular los limites de confianza para la pendiente con una
probabilidad de error como miximo de 5 %, realizar los siguientes
cdlculos, utilizando el modelo matemdtico "t” de Student.

- Calcular el error estindar "SM" para “"m".

_SL
S
\fi(xi-xlz

Donde: x= media de x.




- Determinar en la tabla de la distribucidn 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 sigulente

ecuacidn:,

ICMams Lp0g.08,9, 1-n-2) {SM)

Para calcular los limites de confianza para "b* con un nivel de confianza
del 95 % realizar los siguientes cilculos, utilizando el modelo matemitico
de "t" de Student.

- Calcular la desviacién estindar "S3" de la ordenada "b~.

E 2
25| e
)

- Detarminar el valor de "t" en la ta-la de distribucidn de "t de

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

libertad.
- Calcular el intervalo de confianza para "b" con la siguiente
ecuacidn:
ICB=b=2t (4us.03.9.100-1 (53)
- Intercepto relativo “IR".
12=2
¥
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Para el cdlculo del CV realizar las siguientes operaciones:

- Calcular el porciento recuperadoe para cada punto.

b4
R=()100

- Calcular: IR, IR, .

- Calcular el promedioc de R.
- (E;rz)
- Calcular la DE de R.
- Calcular el CV para R.
cve m-::goo

Criterios de Aceptacidn:

- Estableciendo pruebas de "t* de Student para la pendiente "m" .
Ho: m= u donde u=1 hipétesis nula.

H: méyp hipétesis alterna.

az.




- Calcular la “t" experimental.

=(m-—u) (D.E)\!n-l
cale ‘sj/x

Donde: = pendiente tedrica= 1

t

Relacién critica bilateral con un nivel de significanclae(=0.05
para "m":
t.f2 < tecale < Tl-af2 (con n-2 grades de libertad).
Si tcale € t tablas. Y cuxple con lo establecido en la regibn
critica bilateral , la hipétesis de nulidéd no se rechaza.
- Estableciendo prueba de "t" Student para la ordenada al origen

"B,

]

Ho: b n donde A=0 nipdtesis nula.
H1: 5 £ 1 hipStesis alterna.

Calcular la "t™ experimental.

b-B
Tx

5, e —
/" nS{x-x)2

Donde: B = ordenada tedrica = 0
Regién critica bilateral con un nivel de significancia de «=0.035
para "b".

t.f2 < tealc < tl-q/2 (€on n-2 grados de libertad)
5i tealec € t tablas, Y cumple con lo establecido en la regién
critica bilateral la hipétesis da nulicad no se rechaza.

- r? = 0.98.
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r 2 0.99.
Promedio de recuperacisn estd entre 98 - 102 %,

CV £ 2.0 %

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

Definicidn: La exactitud de un método analitico es el grado de
concordancia entre los valores obtenidos experimentalmente
respecto al valor de un estfindar de referencia. Se expresa
como el porciento de recobro obtenido en las muestras
analizadas.

Procedimiento:

Cilculos:

Utilizar los datocs obtenidos en las muestras de 80, 100 y 120 % de

la prueba de linealidad.

Calcular los porcientos recuperados, en base a la cantidad

adjcionada de cada punto.

R=(¥)100

Tabular los porcientos recuperados (X}.
Calcular: Ex, Ex2 .

Calcular el promedic de X.

< (LX)

- N

Calcular la desviacidn estindar (DE) de X.
. [N(EX%)-(EX)?
bz= N(N-1)
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- caleular el coeficiente de variacidn(CV) para X.

v DEX100

- 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:

DE
ICeX4 L (qe0.93.0.2=2°1 ["ﬁ]
- Buscar el valor de tg.95 en las tablas de la de "t de Student
para n-1 grados de libertad, y a=0.05.
Criterios de Aceptacién:
- La media del porciente recuperado se encuentra entra 98-102 %.
- Hacer la prueba de hipdtesis para la media:
Ho: X =p
donde p= 100 % media tedrica poblacicnal.
leifzu
Caleular la "t" experimental, con la siguiente ecuacién:

t B_X:L
** DE//A

Buscar el valor de "t"™ te&rica en las tablas para n-l grados de
libertad y un nivel de significancia a=0.05., Comparar el valor de
texp Y ttab.

Si t0,025 < * exp < t0.975-

No ge rechaza Ho y el m&tode se puede considerar exacto con un

a=0.050.
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- El valor de €V < 2.0 %.

3.5 Precisisn del método=(26,19,20,21,22)

Definicidn: La precisiSn 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 t&rminos ée Desviacidn Estindar o
del Coeficiente de Variacién. La precisidn es una medida del
grado de reproducibilidad y/o repetibilidad del m&todo

analitico bajo las condiciones de operacidn descritas en &1

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 rlacebos cargados.
- Preparar por sextuplicado lo correspondiente al 100 %, siguiendo

el métedo correspendiente,
- Tomar como 100 % la concentracidn de la mueatra final a analizar.
- Realizar el andlisis bajo las mismas condicliones de trabajo y un
solo analista.
Célculos:
- Calcular los porcientos recobrados, en base a la cantidad

adicionada de rada punto.
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R=(§)1oo

- "7 Tabular los porcientos recobrados (X}).
- Calcular: ZX, BX, .
- Calcular el promedic de X.
- AEX)
x N

- Calcular la DE de X.

_ | niExyH ~-(Ex?
DE‘J NIN-1]

- Calcular el CV para X.

DEx100
cyv.EEXIVT
X

- Calcular el intervalo de confianza para una regién de aceptacién o
de rechazo del 95 %, con una significancia del 0.05, con la

siguiente ecuacidn:

IC=Rst, 45 [2E)
n

7

- Bugcar el valor de ty4 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 Aceptaciénm:

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

- Hacer la prueba de hip6tesis para la media:

Calcular la "t™ experimental, con la siguiente ecuacidn:

X-u
exg” pEAn

t

Buscar el valor de "t* teSrica en las tablas para a-l grados de
libertad y un nivel de significancia 6=0.05. Comparar el valor de
texp ¥ ttab-

Si tp.025 < ¢t exp € t0.975-

No se rechaza Eo y el mitodo se puede considerar exacto con un

a=0.050.

- El valor de CV = 2.0%.

3.5.2 Reproducibilidad;

Pefinicidn: Es la precisifn de un método analitico expresada comao la
concordancia encontrada entre determinaciones
independientes, zealizadas bajo diferentes condiciones de
trabajo: diferente analista, diferente dia, mismo y/o

diferente eguipo, etc.
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Procedimiento:

CAlculos:

Preparar seis soluclones con el 100 & de acuerdo-a lo indicado en

el método de an&lisis, con la formulacién del producto.

Realizar el ensayo por dos analistas .

Tabular los porclentos recuperados de los dos analistas;

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

Ccalecular las siguientes sumatorias:

IX (EX1+4IX2), IXy, IX2. -

calcular IX2, Media de X, y la D.E:
calcular el C.V:
Reproducibilidad interanalista:

calcular: La suma de cuadrados del analista:
£x,2=(2X,) 24 (2x,)2
Calcular la Varianza debida al Analista:

2o T4, _Tx?

5 6 . 12

Donde: 6 es el No. de replicaciones.

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

calcular la Varianza debida al Mé&todo:

1

_Exr-(Ex,2/6)
LA 10

ponde 6 es el No. de réplicas.
10 = (No. de replicas- 1) No.de analistas.

Calcular Fo:

n
b

)
n

o
n
e

KE:]

Realizar las determinaciones con placebos cargados




Criterios de Aceptacién:

- El C.V 5 2.0 %.

- Hacer Prueba de HipStesis :

Ho : No debe modificarse el porciento de Recuperacién,r
cuando el método analitico es realizado por el analista
(1) o el analista (2).
H] ¢ Se modifica el porciento de Recuperacidn, cuando el
método analitico es realizado por el analista (1) o el
analista (2).
Rachazar la Hy 8t :
Fg > F tah (o= 0.05, g.1l= 1, g.1= 10 )

- S8i la Hipétesis nula (Ho) se acepta y el C.V eat& dentro del valor
esperado , el método es reproducible.

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

Definicidn: Es la capacidad de un método analitico para obtener una
respuesta debida Unicamente a la sustancia de interés, en
presencia de las demSs sustancias de la formulacién.

Procedimiento: (M&todo indicador de control de calidad)

- Preparar soluciones, siguiendo el método analitico correspondiente
al principio activo de interés de las siguientes muestras:
l.-Sustancia de referencia.

2.- Placebo.
3.~ Formulacién completa del producto.
Criterios de Aceptacién:

- 51 el 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 egkpecifice.

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

Definicidén: Es la propiedad de una muestra en proceso de anilisis de
conservar constante la propiedad medible, después de un
tiempo de ser almzcenada en daterminadas condiciecnes.

Procedimiento:

- Prepzrar per triplicado muestras segin indique el método

analitico. -
- Cuantificar las muestras.
- Almacenar las muestras en refrigeracién, aproximadamente a 6 £ 1

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

rero utilizar una

solucién de referencia recientemente preparada.

- Efectuar e) &ndlisis un solo analista.
- Tabular leos resultades iniciales y les finales cde las muestras
analizadas.
Cilculos:
- Calcular la Media inicial My v la media final Mj.
- Calcular la Varianza inicial S5 y la final s3.

- Calcular la Varianza Ponderada siguiendo la ecuacidn:

¥ N
- 252+25]
27T e+1)

Donde ¢= nimerc de ccmparacicnes
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- Calcular el Intervalo de Confianza:
I.Cc={H,) *cc-b'1/spz1 [3] .
Donde:

trah= valor de t de Dunnet con ¢ comparaciones y 2(c+l)
grados

de libertad y una probablilidad acumulada del 0.875.

- Para el C.V calcular el Factor I para cada muetra con la siguiente
ecuacidn:
r=fata100
Ano
Donde:

Ac1= Anflisis final de la muestra analitica % n a
determinada condicién.

Ao = Anflisis inicial de la muestra analitica n.

n = No. respectivo de la muestra analitica por -ejemplo 1,2
y 3.

Caleylar la Media del Factor It

T-EI
N

Donde:
N= No. Total de muestras analiticas cuantificadas = 3
Criterio de Aceptacidn:
- 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

dal intervalo de 100 = 2 &.
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cariroLo IV

METODOS ANALITICOB

1.0 Método Analitico para Cuantificar el Contenido de Amoxicilina

Trihidratada en Cépsulas y en Suspensién.

CAPSULAS

FoSrmula:
Cada cépsula contiene:
Amoxicilina trihidratada egquivalente a..... S00 mg de

amoxicilina anhldra

Clorhidrato de ambroXol...ccceenernnns eee.30 mg
Excipiente C.h.p..sieierternerncncnsannrnns 1 capsula
SUSPENSION

Polve para resuspender

Férmula:

Cada frasco contliene:

Amoxicilina trihidratada equivalente a.....4.5 g de
amoxicilina anhidra

Clorhidrnto.de ambroxol........ trreresraas ..0.270 g

Excipiente C.D.Picivesstncscccssennsneenaaesdb g

METODO:

Cromatografia liquida de alta resolucién.

REACTIVOS:
Fosfato monobisico de potasio,R.A. NaHPO4.
Agua destilada (*).

(*) Previamente filtrada por filtro de 0.45 micras.
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SOLUCTONES:
Solucidn de referencia:
La solucidn de referencia para cdpsulas y suspensidn se prepara de la

nisma 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 mdvil, agitar ligeramente.

- Sonijcar durante 10 min.

= Llevar a volumen con fase mévil. Mezclar.

- Filtrar con una jeringa, una unidad de filtracién gque se adapte
a la jeringa y un filtro para soluciones acuosas de 12 mm de
difmetro del tipo HV de 0.45 micras (Millipore No. delcatalogo

HVLP01300).

Solucidén Muestra:

La solucidn muestra para cipsulas se prepara de la siguiente manera:

= Triturar el contenido de 20 cipsulas , 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 la fase mévil. Mezclar.

~ Sonicar durante 10 minutos.

-~ Llevar a volumen con fase mbévil. Mezclar.

- Si es necesario filtrar por papel Wattman # 1.
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- Filtrar de la misma manera que la solucién estlndar.

La solucidn muestra para la suspensitn 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 peolvo triturado.

- Transferir en un matraz volumétrico de 100 wl.

-~ Agregar 50 ml de la fase m&vil. Mezclar.

= Sonicar durante 10 minutos.

= Llevar a volumen con fase m&vil. Mezclar.

- 5i es necesario filtrar por papel Wattman & 1.

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

CONDICTONTS CROMATOGRAFICRS:

Para capsulas y suspensidn son las mismas condiciones

“cromatogrdficas:

Columna:
Material: Acero inoxidable 316.
Longitud:12.5 cm.

Didmetro interno: 0.4 cm.

AE ]
-

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

Fase mévil:

- Fosfato monobdsico de potasio 9.1 g/l

pH = 4.5. Ajustar si es necesario con HCl 0.1 N & NaOH 0.1 N.
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Temperatura:
-~ Ambiente
Caudalt:
= 2.0 ml/minuto.
Detector:
~ Longitud de onda 220 nm.
- Saensibildad 250 mAUFS
Yolumen de inyeccidn:

~ 10 microlitros.

ADECUARILINAD DEL . .STSTEMA CROMATOGRAFICO:

Determinar la adecuabilidad del sistema cromatogrifico :

- 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 da
referencia por triplicado y determinar el coeficiente de variacién,
cual no debe ser mayor a 1.0%, inyectar entonces las solucicnes
muestra por duplicado, al final inyectar nuevamente la solucién de

referencia por triplicadoe.

CALCULOS :
Obtener el resultado utilizando las siguientes férmulas:

Para cfipsulas:
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Donde :
miligramos de amoxicilina en base seca por cépsula.

0
1

AM = &drea media del pico de amoxiciclina trihidratada de la
solucidn muestra.

AT = Area media del pico de amoxicilina trihidratada de la
solucién de referencia.

PT = peso de la solucibn 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 contenide de 20

capsula.,
Para suspensidn:

AM x PT x PPT X POT
AT x PM 100

§=

Donde
§ = g de amoxicilina en bagse seca por frasco.

drea media del pico de amoxiciclina trihidratada de la

2

solucidn muestra.

AT = &rea media del pico de amoxicilina trihidratada de la
solucifén de referencia.

PT = peso de la sustancia de referencia
de amoxicilina trihidratada en g.

PM = pesc de la muestra en g.

POT= potencia de la sustancia de referencia.

FPT = peso promedio en g del contenidc de les frascos.
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2.0 Método Analitico para Cuantificar el Contenido de ambroxol Cleorhidrato
en Cidpsulas y en Suspensidn.

METODO:
Cromategrafia liquida de alta resolucidén.
REACTIVOS:
Fosfato de amonio monodcido,R.A. NHeHFOg4.
Acido fosférico,R.A. HaPOy.
Agua destilada (*).
Acetonitrilo, calidad HPLC.
Matanol HPLC.
{*) Previamente filtrada por filtro de 0.45 micras.
SOLUCIONES:
Solucidn de referencia:
Para cdpsulas y suspensibn, 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 movil, agitar ligeramente.
- Sonicar durante 5 min. h
= Llevar a volumen con metanol. Mezclar.
= Filtrar con una unidad de filtracidén adapténdola a una jeringa
con un filtro de 12 mm de didmetro del tipo FG para soluciones
organicas de 0.22 micras (Millipore, No. de catilogo FGLPO1300).
Solucién Muestra:
Para cépsulas:
= Triturar el contenido de 20 c&psulas 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 S min.

- Llevar a ;olumen con metanol. Mezclar.

= 5i es necesario, filtrar por papel Wattman # 1.

= Filtrar de la misma manera que la solucidn de Qeferencia.
Para la suspensin:

=~ Triturar el contenido de los frascos en un morterc.

-Pesar el equivalente a 15 mg de ambroxol clorhidrato {2 g).

- Transeferir a un matraz volumétrico de 100 ml.

= Agregar 5 ml de fase mdSvil, agitar ligeramente.

~ Sonicar durante S min.

- Llevar a volumen con metanocl. Mezclar.

~ Si es necesario, filtrar por papel Wattman # 1.

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

CONDICIONES CROMATOGRAFICAS:

Para cipsulas y suspensién son las mismas condiciones cromatogrdficas.
Columna:

Material: Acerc inoxidable 316.

Longitud:12.5 cm.

Difmetro interno: 0.4 cm.

Fase ostacionaria: Lichrceorb RP-18.5 micras (Merck).

Fase mévil:

- Transferir lg de fosfato de amonio monodcido a un matraz
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volumétrico de 1000 ml. Disolver con agua destilada , ajustar

el pH a 7.5 con Acido ortofosférico diluido (6.9 ml de &c.
ortofosférico en 100 ml de agua destilada) y llevar a volumen

con aqua destilada.

= Mezclar 500 ml de la molucdn 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 inyeccidn:

= 20 microlitros.

E I RA :
Determinar la adecuabilidad del sistema cromatogrifico :
- E1 factor de simetria debe ser menor de 2.5.
= El tiempo de retencién debe ser aproximadamente de 3.6 min.
Ver el cromatograma No. 8, en espacificidad del método.
-Inyectar sigulendo el mismo procedimiento que se indicé en la

pigina 46.

cALCULOS

Obtener el resultado utilizando las siguientes fSrmulas:

Para clpaulas:

=_AMxPTxl"PCxPU‘R
AT x PM 100

A
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Donde

AT =

PT =

PM =

PUR=

PPC=

Para sugpenaibn:

Donda @

AT =

PT =

PM =

PUR=

miligramos de ambroxol clerhidrato por cidpsula.
srea media del pico de ambroxol clorhidrato de la
solucién muestra.

Srea media del pico de ambroxol clorhidrato de la
golucién de referencia.

pesc de la sustancia de referencia de ambroxol
clorhidrate en mg.

paso de la muestra en mg.

pureza de la sustancia de referencia en base seca.
peso promedic en miligramos del contenido de 20

cdpsulas.

B o AM X PT X PP§ X RUR
AT X PM 100

gramos de ambroxol clorhidrato por frasco.
irea media del picoc de ambroxel clorhidrato de la
solucidn muestra.
Srea 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 raefaerencia en base seca.

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

INFORME DE VALIDACION
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LINEARIDAD DEIL. SISTEMA PARA AMOXICILINA
TRIHIDRATADA.

Se construyd la curva de calibracién 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
ESTADISTICOS
25.0541 50.6 Media=24.9232
50 24,9023 50.1 n=3"°
24.8131 50.1
39.8752 80.6 Media=40.04123
80 39.9793 80.4 n=3
40,1692 80.6
50.1154 100.6 Media=50.2515
100 50.1287 100.8 n=3
50.5104 101.3
£0.263% 121.5 Madia=£0.3323
120 £0,.2910 121.2 n=3
50,4124 121.0
75.432¢ 131.4 Media=75.3823
150 75.4220 151.2 n=3
75.2922 151.0

Cuadro de comparacidén de resultados contra los
parédmetros estadisticos.

RESULTADO CRITERIO
Coeficiente de 1.07 >0.99
determinacidn
Coeficiente de 1.03 =0.98
correlacidn :
Coeficiente de 0. 3% <1.5%
variacién
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LINEARIDAD DEL SISTEMA PARA AMBROXOL
CLORHIDRATO.

Se construyd
intervalo de

Considerando
activo en la

la curva de calibracién en el
50 a 150 % .

el 100% la concentracién del principio
‘solucién final a analizar.

NIVEL% AREA $ANADIDO PARAMETROS
ESTADISTICOS
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 89 .9 n=3
55.68229 98.5
£9.41192 119.0 Media=69.0917
120 70.128¢7 121.0 n=3
£5.73415 118,7
89.76025 154.7 Media=89.1549
150 88.61568 153.4 n=3
89.08865 154.1

Cuadro de comparacidn de resultados contra los
parametros estadisticos.

RESULTADO CRITERIO
Coeficiente de 1.07 >0.99
determinacidn
Coeficiente de 1.03 >0.98
correlacidn
Coeficiente de 0.9% <1.5%
variacién
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PRECISION DEL SISTEMA PARA AMOXICILINA

TRIHIDRATADA.

AREA $ ANADIDO $RECOBRO
90.29674 101.5 101.6 -
8§9.02708 101.8 100.7
88.41920 101.3 99,7
87.65015 100.8 98.9
88.37394 101.8 100.2
B88.69462 101.0 99.6

Cuadro de comparacién de resultados contra
parémetros estadisticos.

Tarimetros Resulteade Criterio
estadisticos
Coeficiente de 1.0% <1.5%
variacién
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PRECISION DEL SISTEMA PARA AMBROXOL

CLORHIDRATO.

AREA % ANADIDO $RECORRO
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 comparaciédn de resultados contra
parametros estadisticos.

Parametros Resultado Criterio
estadisticos
Coeficiente de 0.5% <1.5%

variacidn
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LINEARIDAD DEL METODO PARA AMOXICILINA

TRIHIDRATADA EN CAPSULAS.

NIVELY | SARADIDO | SRECUPERADO $RECOBRO PROMEDI 0%

50. 7 50.2 98.9

50 51.0 50.0 38.1 99.2
51.0 51.2 100.5
1.5 81.1 99.6

80 81.5 §1.1 99.6 99.3
§6.5 81.1 100.7
101.8 100.6 98.8

100 101.5 100.7 99.1 99.3
162.2 102.0 39.8

- 121.6 121.5 95.9

120 121.4 121.7 93.9 99.8
122.1 121.7 99.0
153.0 151.4 55.9

150 157.3 150.6 36.9 98.7
53,0 150.4 53.3

Le linea de regresién obtenida es la siguiente:

y = 0.992x + 0.035.
Cuzdro G2 comparacidn entre resulizdos contra
parametros estadisticos.
Resultado Criterio
Hipdtesis de £0.05=1.771 texp<t
nulidad para la texperimental=-0.45 P<ttab
pendiente.
Hipbtesis de tp.05=1.771 t +
nulidad para la £axp=0.000012 Pehtab
ordenada.
Coeficiente de 0.999 >0.98
determinacién.
Coeficiente de 0.999 >0.99
regresion.
Promedio de 99.4% 98 a 102%
recuperacién.
Coeficiente de - 0.5% <2.0%
variacién.

La hipdtesis de nuiidad parz la
y la pendiente se aceptan.
59
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LINEARIDAD DEL METODO PARA AMOXICILINA

TRIHIDRATADA EN SUSPENSION.

NIVEL% $ANADIDO LRECUPERADO $RECOBRO PROMEDIO%

50.8 51.7 101.7

50 50.8 51.6 101.3 101.86
50.8 S51.7 101.7
8.3 81.1 99.7

80 81.3 80.8 99.4 99.7
81.3 8l.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
152.4 151.7 99.5

150 152.4 151.2 99.2 899.5
152.4 152.0 95.8

La linea de regresién obtenida es la siguiente:

y = 1.000x + 0.047.

Cuadro de comparacién entre resultados contra
pardmetros estadisticos.

Resultado Criterio
Hipbtesis de to.05=1.771
nulidad para la texperimental=0.000 texp<teab
pendiente.
Hipotesis de to.o5=1.771
nulidad para la Eexp=0-000007 tep<ttab
ordenada.
Coeficiente de 0.999 >0.98
determinacién.
Coeficiente de 0.999 >0.99
regresidn.
Promedio de 100.3% 98 a 102%
recuperacién.
Coeficiente de 1.0% <2.0%
variacion.

La hipotesis 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% | $ARADIDO | %RECUPERADQ $RECOBRO PROMEDIO%
45.9 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
75.9 79.7 99.6
103.9 104.2 100.4
100 99.3 99.2 98.9 98.1
102.1 ° 100.8 98.8
119.1 119.1 100.0
129 123.2 123.7 100.3 100.1
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 regresidn obtenida es la siguiente:

y = 0.999x - 0,013.

CuzZro ¢=2 comparacidn enitre resulrtados contra
pzrémetros estadisticos.
Resultado Criterio
Eipbtesis de to.05=1.771
nulidad para la texperimental=—0.003 texp<tiab
pendiente,
Hipbtesis de to.os=1.771
nulidad para la tex;é?o.ooooo3 tex?<ttab
ordenada.
Coeficiente de 1.000 >0.98
determinacidn.
Coeficiente de 1.000 >0.99
regresidn.
Promedio de 99,9% 98 a 102%
recuperacién.
Coeficiente de 0.4% <2.0%
varlaclonl.

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,

NIVEL% $ANADIDO $RECUPERADO $RECOBRO PROMEDIQ%
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
BO 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
115.2 120.5 101.0
120 115.2 119.2 100.0 100.4
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 regresiédn obtenida es la siguiente:

y =

1.007x - 0.023.

Cuadro de comparaclidén entre resuitzdos contra
varametros estadiscicos.

Resultado Criterio
Hipbétesis de to.o5=1.771 £
nulidad para la texperimental=0.012 p<ttab
pendiente.
Hipdtesis de tg.gs=1.771 t t
nulidad para la texp=—0.000003 e5p< tab
ordenada.
Coeficiente de 1,000 >0.98
determinacién.
Coeficiente de 1,000 >0.99
regresién.
Promedio de 100.6% 98 a 102%
recuperacidn. )
Coeficiente de 0.5% £2.0%
variacidn.

La hipétesis de nulidad pars

y la pendiente se aceptan.
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EXACTITUD DEL METODO PARA AMOXICILINA
TRIHIDRATADA EN CAPSULAS.

NIVEL% | $ANADIDO | $RECUPERADO $RECOBRO PROMEDIO%

84.5 81.1 95.6

80 81.5 81.1 99.6 99.9
80.5 8l.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 9%.8
122.1 121.7 99.7

Intervalo de confianza:
FPara =0.05 y g.l=8. El valor de t=1.860.

99.62 = 0.33

Dentro del intervalo de confiianza se encuantra el
100% de recuperacién.

RESULTADQ CRITERIQ
Media del 99.7% 98 a 102%
$recuperado
. P’rueh{a de Coxperimenta:="1- 799 |t 5oc< texs< To.975
hipbétesis para
la media.
Coeficiente de 0.5% €2.0%
variacién

La t0_025="2.262 Y t0_975=2.262 por lo tanto la
hipdtesis nula se acepta.
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EXACTITUD DEL METODO PARA AMOXICILINA
TRIHIDRATADA EN SUSPENSON.

NIVEL% | $ANADIDO | $RECUPERADO $RECOBRQO PROMEDIC%

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 =0.05 y g.l1=8. El valor de t=1.860.

100.22 £ 0.62

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

RESULTADO CRITERTIO
Media del 100.2% 98 a 102%
$recuperado
Prueba de texpe:lmcnca1=0'665 to.025< texp< to.975
hipbdtesis para
la media.
Coeficiente de 1.0% <2.0%
variacidn

La to.025="2.262 Y t0.975=2.262 pPor

hipbétesis nula se acepta.
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EXACTITUD DEL METODO PARA AMBROXOL
CLORHIDRATO EN CAPSULAS.
NIVELS | $ANADIDO | 3RECUPERADO | % RECOBRO | PROMEDIO%
78.4 77.3 98,6
80 70.9 79.7 99.8 99.3
75.9 79.7 99.6
103.9 104.3 100.4
100 99.3 99.2 39.9 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 v g.l=8.

99.71 + 0.

El valor de t=1.860.

39

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

RESULTADO CRITERIO

Media del 99.7% 98 a 102%

$recuperado

Prueba de teepecimentat=—1 - 394 £o.025< texp< to.s7s
hipbétesis para

la media.
Coeficiente de 0.6 % <2.0%

variacidn

La t0_025=-2.2622 Y t0.975=2.262 por lo tanto la
hipétesis nula se acepta.
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EXACTITUD DEL METODO PARA AMBROXOL
CLORHIDRATO EN SUSPENSION.

NIVEL% | $ANADIDO | $RECUPERADO | % RECOBRO PROMEDIO%

79.5 719.3 899.7

80 79.5 15.8 100.4 100.0
79.:5 19.4 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

120 118.2 119.2 100.0 100.4
119.2 118.5 100.2

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 ss encuentra el
100% de recuperacién.

RESULTADO

CRITERIO

Media del 100.3% 98 a 102%

$recuperado

Prueba de tex;eri.‘;an:a’.=l'648 t0_025< texp< to_g-,rs
hipbtesis para

la media.
Coeficiente de 0.6% <2.0%

variacién :

La Lg.025=—2.262 Y t0,975=2.262 por

hipdtesis nula se acepta.
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REPETIBILIDAD AL 100% DEL METODO PARA
AMOXICILINA TRIHIDRATADA EN CAPSULAS.

No.DE $ANADIDO | $%RECUPERADO $RECOBRO
MUESTRA
1 0102.2 101.0 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
Cantro del intervalo de confianza se encuentra el
100% de recuperaciédn.
. RESULTADO CRITERIO
Media del 99.4% 98 a 102%
$recuperado
Prueba de texpe:imer.:ai=-l‘843 Tp.025< texp< to.515
hipdtesis para
la media.
Coeficiente de 0.9% <2.0%
variacién

La t0.025='2-571 Y to_975=2.571 por lo tanto la
hipétesis nulaz 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 99.7 898.1

4 101.6 99.7 98.1

5 101.7 101.9 100.1

6 101.,5 100.6 9.1
Intervalo de confianza: para =0.05 y g.l1=5.

El valor de t es de 2.015.

Dentro del intervalo de confianzz s= esncuentra o
i00% de recupsracidn.

99.38 * 0.88

ERER R Sy

=

RESULTADO CRITERIO
Media del 899.4% 98 a 102%
$recuperado
Prueba de texperimen:;1=_l'417 L6.025< Cexo< Lo.97s
hipdtesis para ;
la media.
Coeficiente de 1.1% <2.0%
variacién ’

La t0‘025=“2.571 Y t0_975=2.571 por lo tanto 1a
hipétesis nula se acepta.
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REPETIBILIDAD AL 100% DEL METODO PARA
AMBROXOL CLORHIDRATO EN CAPSULAS.

No.DE $ANADIDO | $RECUPERADO $RECOBRO
MUESTRA
1 101.2 100.4 89.3
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
El valor de t es de 2.015.

=0.05 vy g.1=5.

100.63 £ 1.21

Dentro del intervaleo de confianza se encuentra el
100% d=2 recupsracidn.

RESULTADO CRITERIO
Media del 100.6% 98 a 102%
$recuperado
Prueba de texpe:imen:a1=1‘049 £0.025¢ tevxp< to.975
hipdtesis para
la media.
Coeficiente de 1.5% <2.0%
variacién

La tg.p25=-2.571 ¥ tg.975=2.571 por lo tanto la
hipbétesis nula se acepta.
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REPETIBILIDAD AL 100% DEL METODO PARA
AMBROXOL CLORHIDRATO EN SUSPENSION.

No.DE $ANADIDO | $RECUPERADO $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.1=5.

El valor de t es de 2.015.

100.63 = 0.61

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

RESULTADO CRITERTO
Media del 100.6. % 98 a 102%
$recuperado
Prueba de Cexpecinenta=2+ 015 | £, o< texp< to.97s
hipétesis para
la media.
Coeficiente de 0.7 % <2.0%
variacidn

La t°_025=‘2.571 y t0_915=2.571 por lo tanto la
hipbtesis nula se acepta.
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REPRODUCIBILIDAD DEL METODO ANALITICO PARA LA

VALORACION DE AMOXICILINA TRIHIDRATADA EN

CAPSULAS.

ANALISTA 1 2
$RECUPERADO 100.7 100.3
99.9 101.2
99.5 i01.5
100.4 100.2
101.0 5G. 7
101.6 5.6

No. DE MUESTRAS & 6

Cuadro de comparzcidn de resultzdos contra
parémetros estadisticos.

RESULTEZO CRITERIO
Cosficienie ¢= C.5% 2.0%
variacién
Pruebz para la 0.007 Fo< Fean

hipdtesis nula.

La F.,, 5 de ¢.960. Por lo tanto la hipdétesis nula

se acepta.
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REPRODUCIBILIDAD DEIL METODO ANALITICO PARA LA
VALORACION DE AMOXICILINA TRIHIDRATADA EN
SUSPENSION.

ANALISTA 1 2
$RECUPERADO 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 &

Cuadro de comparacién de resultados contra
parémetros estadisticos.

RESULTADC CRITERIO
Coeficiente de 1.7 0% 2.0%
variacidn
Prueba para la 0.278 Fo< Frap
hipétesis nula.

Lz F.,, 5 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
$RECUPERADC 99.1 98.8
99.1 98.3
100.9 101.0
102.0 88.0
99.5 98.7
100.5 98.7

No. DE MUESTRAS 6 6

Cuadro de comparacidén de resultados contra
parametros estadisticoes.

RESULTADQ CRITERIO
Coeficiente d= 1.6% 2.0%
varizcidn
Prueba para la 0.647 Fo< Flrat
hipdtesis nula.

La F.,, s de 4.960. Por lo tanto la hipdtesis nula
se acepta.
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REPRODUCIBILIDAD DEL METODO ANALITICO PARA LA

VALORACION DE AMBROXOL CLORHIDRATO EN

SUSPENSION.

ANALISTA 1 2
%RECUPERADO 39,7 101.2
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
paréametros estadisticos.

EZSULTRADO CRITZRIO
Coefiiciente de 0.7% 2.0%
variacidn
Prueba para la 1,762 Fo< Feap

hipdétesis nula.

La F.,, es de 4.960. Por lo tanto la hipétesis nula

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

CAPSULAS.
RESULTADOS:
1.- El c¢romatograma No.l corresponde a la inyeccién de la

fase mdvil que se utilizé come blance.
No se observa ningin pico en 5 minutos de desarrollo

del cromatograma.

2.- El cromatograma No.2 corresponde a la inyeccién de la solucién de
amoxicilina trihidratada, sﬁstancia de referencia preparada, como
se indica en el métode analitico,

Se observa un pice con tiempo de retencién (Tr) de 3.55
minutos correspondiente a amoxicilina trihidratada.

Tactzsr de simetria: 1.0

3.- El cromatcgrama No.3 corresponcde al placebo de
cdpsulas. No se obtuvo ningin pico gue interfiriera en

la determinacién de amoxicilina trihidratada.

4.- El cromatograma No.4 corresponde a la muestra analitica
de cépsulas., El picoe con Tr= 3.95 minutos es el

correspondiente a amoxicilina trihidratada,
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ESPECIFICIDAD DEL METODO PARA VALORACION AMOXICILINA TRIHIDRATADA EN

SUSPENSION.

l.- Los cromatogramas de la solucién de amoxicilina trihidratada,
sustancia de referencia y del blanco corresponden al Neo.l

Yy No.2 respectivamente.

2.- El cromatograma No.5 corresponde al placebo de
suspensidén. No se obtuve ningin pico que interfiriera en

la determinacién de la amoxicilina trihidratada.

3.- El cromatograma MNo.6 corresponde a la muestra analitica
para suspensién. Se observa un pice 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
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ESPECIFICIDAD DEL METODO PARA

- AMOXICILINA TRIHIDRATADA CAPSULAS

CROMATOGRAMA No. 4
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ESPECIFICIDAD DEL METODO PARA

AMOXICILINA -TRIHIDRATADA SUSPEMSION .

CROMATOGRAMA No.§
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ESPECIFICIDAD DEL METODO PARA

rd
AMOXICILINA TRIHIDRATADA SUSPENSION

CROMATOGRAMA No. 6
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ESPECIFICIDAD DEIL METODO PARA VALORACION AMBROIOL CLORHIDRATO
CAPSULAS.

RESULTADOCS:

1.~

El cromatograma No.7 corresponde a la inyeccién del
blanco {metanol).
No se cobserva ningun pico en 5 minutos del desarrollo del

crematograma,

El cromatograma No.8 corresponde a la solucién de

¢clerhidrate de ambroxol,sutancia de referencia preparada como lo
indica el métedo analitico. Se cbserva un pico cen un tiempo de
retencién (Tr) de 3.00 minutos gue corresponde a una posible
degradacion del clorhidrato de ambroxol; la cantidad en

la gue puede presentarse no es significativa en la

cuantificacién.,

El pico con Tr= 3.63 minutos corresponde al clorhidrato de

ambroxol, entre los dos picos existe una resclucidn de:

0.98&5.

El cromatcgrama No.9 corresponde al placebo de cadpsulas.
No se obtuvo ningun pice gue interfiriera en la

determinacidén del clorhidrato de ambroxol.

El cromatograma No.l0 corresponde a la muestra analitica

de cdpsulas.
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El pico con Tr= 3.61 es el clorhidrato de ambroxol.
Resolucidn: 0.865.

Factor de simetria: 1.26

ESPECIFICIDAD DEL METODO PARA VALORACION AMBROXOL CLORHIDRATO EN

SUSPENSION.

El cromatograma No.7 y el No.8 corresponden al blance y a
la solucidén de referencia de ambroxol clorhidrato,

respectivamente.

El cromatograma No.ll corresponde al placebo de suspensidén. No se
obtuvo ningin pico que interfiriera en la determinacidn

de clorhidratoc de ambroxol.

El cromatograma No.l2 corresponde a la muestra analitica
de suspensién.

El pico con Tr= 3.66 es el clerhidrato de ambroxol.
Resolucidn: 0.965

Factor de simetria: 1.26.
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' ESPECIFICIDAD DEL Mi’ETODO PARA

AMBROXOL CLORHIDRATO.

CROMATOGRANA No.7
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ESPECIFICIDAD DEL METODO PARA

AMBROXOL CLORHIDRATO

CROMAT__OG_RAMA No.8
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ESPECIFICIDAD DEL METODO PARA

AMBROXOL CLORHIDRATO, CAPSULAS

CROMATOGRAMA No.$¢

Unt  PBOC-1 100000 (/L & 26 tire Filel
Peak Reteation  Coaponeat paak Peat Buss Resoonse '
Hunber  Tiee hred Eeight  Code  Factor
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ESPECIFICIDAD DEL MﬁTODO PARA

AMBROXOL CLORHIDRATO cAPSULAS

CROMATOGRAMA No.l1C

e LTI LS ing ote acare L1 LITh nge
Type L FTT] Aaaunt  Aacunt Factor Inj K.  Yolol

Unk  EAPES 105000 1 /1 ] 20 (froa File)
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Kuader  Tiaz fred Haight  Cod2  Factor
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ESPECIFICIDAD DEL METODCU PARA

AMBROXOL CLORHIDRATO SUSPENSION

CROMATOGRAMA No. 11
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ESPECIFICIDAD DEL [\-IETOD.O PARA

AMBROXOL CLORHIDRATO SUSPENSION

CROMATOGRAMA Neo.12

Sasple  Sample et 5td Scale K. Vial  Inject
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ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA PARA EL
METODO DE VALORACION DE AMOXICILINA
TRIHIDRATADA EN CAPSULAS.

DIA 1, 25

Mo My
$RECUPERADO 100.9 101.4
101.9 100.3
101.6 100.7

No, DE MUESTRAS 3 3

Cuadro de comparacidén de los resultados contra los
parametros estadisticos.

RESULTALQ CRITERIO
Intervalc de 0.687+1.061 El intervalo de
confianza. de -0.374 a 1.748 | S iaior e carer
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 intervalo 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 1,

Mg
$RECUPERADO - 100.3 101.4
100.4 99.1
98.2 99.9

No. DE MUESTRAS 3

Cuadro de comparacién de los resultados contra los
parametros estadisticos.

RESULTADO

CRITERIQ

Intervalo de

-0.497 * 2,309

El intervalo de
confianza debe incluir

~confianza. de -2.806 a 1.812 |} 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 VALORACIéN DE AMBROXOL CLORHIDRATO
EN CAPSULAS.

DIA 1, g

M My
$RECUPERADO 100.9 100.7
102.0 101.4
99.5 99.1

No. DE MUESTRAS 3 3

Cuadro de comparacidén de los resultados contra los
parametros estadisticos.

RESULTADCO CRITERIO
Intervalo de 0.430 = 2.317 5énif2::;:aézbgeinclui:
confianza. de -1.887 a 2.747 |1 valor de cero.
Media del 99.6% de 98 a 102 %
factor 1I.

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 1o

Mo
$RECUPERADO 99.7 101.3
101.2 99.7
100.1 101.5

No. DE MUESTRAS 3

Cuadro de comparacidén de los resultados contra los
pardmetros estadisticos.

RESULTARO

CRITERIO

Intervalo de

-0.520 £ 1.659

El intervalo de
confianza debe incluir

~ confianza. de -2.179 a 1.139 |1 valor de cero.
Media del 100.5 % . de 98 a 102 %
factor 1I.

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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1.1

CONCLUSIONES

El sistema para la valoracién de amoxicilina trihidratada es
lineal y preciso.
Validacidn del método analitico de amoxicilina
trihidratads cdpsulas.
El métode es lineal dentro de un intervalo de 50% a 150%,
considerande el 100% a la concentracidn final de la
solucién, de acuerdo a lo descrito en el métode analitico.
La ecuacidén obtenida para este método analitico:

y = 0.992(x) + 0.035.
La hipétesis nula eatablecida para la cordenada 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 promedic de recuperacién fue 99.4%, que esta dentro

del intervale 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 hipdtesis nula

para la media.

El métode 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 %,estad dentro
del intervale de aceptacidn 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 lo 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
cdpsulas, Adicionalmente se obtiene un factor de simetria de 1.0
que es ideal para cbtener una buena cuantificacién.

La muestra analitica es estable por cuatro dias en

refrigeracidén (6% 1°C), el valer de la media I es de

99.3% la cual se encuentra dentro del intervalec de 98-102%; el
intervalo de confianza incluye el valor de caro.

El método analitico de amoxicilina trihidratada cépsulas

es adecuado para ser utilizado como método de rutina en

en el producto analizado utilizando los reactives, equipos

y condiciones descritos.

Validacién del método analitice de amoxicilina trihidratada

suspensidn.

El método es lineal dentro de un intervalo de 50 % a 150 &,
se considera el 100% a la concentracidn final de la
solucién de acuerdo a lo descrito en el método analitico.
La ecuacidén 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 0.99% y el

coeficiente de regresién fue de 0.999,

El promedic de recuperacién fue 100.3%, que estd 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

hipdtesis nula se acepta para la media.

El métoedo es preciso ya que es reproducible y repetible,

Es repetible ya gque el coeficiente de variacién fue de 1.1%, gue
es menor de 2.0% y el % de recobro de 99.43 esti dentro del
intervalo de acepracisdn de $8-102%,por lo gue la hipdtesis 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 cbtiene 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 el valor de cero.

El método analitico de amoxicilina trihidratada
suspensidn es adecuado para ser utilizado come método de
rutina en el producto analizado utilizando los reactivos, equipos

y condiciones menciocnades en este trabajo.
El sistema para ambroxol clorhidrato es lineal y preciso.
Validacidn del método analiticec de ambroxol cleorhidrato cdpsulas.

El método es lineal dentro de un intervale de 50% a 150% ,
se considera el 100% a la concentracién final de la
solucién de acuerdo a lo descritb en el método analitice.
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
obtenidos estadisticamente.
El coeficiente de determinacién fue de 1.000 y el
coeficiente de regresidén fue de 1.000.
El promedic de recuperacidén fue 99.9%, el cual esta dentro
del intervalo permitido.
El coeficiente de variacién fue de 0.4%, por lo tanto menor de

2.0%.
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El método es exacte con un % de recobre 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 le

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 hipbtesis nula se

acepta.

El métode es especifico ya que separa el ambroxol
clorhidrato de los excipientes de la formulacidn de
capsulas. Con el factor de simetria y la resolucién
cbtenida gque se obtiene puede lograse una buena

cuantificacién.

La muestra analitica es estable por cuatro dias en
refrigeracién (6% 1°C), el valcr de la media I es de
99.6%, la cual se encuentra dentro del intervalo de 38-102% y el

intervalo de confianza incluye el valor de cero.

El método analitico de ambroxol clorhidrato cépsulas es
adecuade para ser utilizado come método de rutina en
el preducto analizade tilizando los reactivos, eguipos ¥y

condiciones mencionades en este trabajo.
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Validacidn del método analitico de ambroxol clorhidrato

suspensidan.

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 analiticeo:

y = 1.007(x) - 0.023
La hipdtesis 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 recuperacidn fue 100.63, que esta dentro

del intervalo permitido.

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

.

2.0%.

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 método es preciso ya que es reproducible y repetible.

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

lo tantoc mencr de 2.0% y el %de recobro 100.6%, esta dentro del
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intervale de aceptacién de 98 a 102%.La hipdtesis nula para la

media se acepta.

Es reproducible por gue el coeficiente de variacién fue de

0.7%, por lo tanto menor de 2.0%, y la hipdtesis nula se acepto.

El método es especifico ya que separa el ambroxol
clorhidrato de los excipientes de la formulacién de
suspensidén. Con el factor de simetria y la resolucién

obtenidos puede lograrse una buena cuantificacién.

La muestra analitica es estable por cuatro dias en
refrigeracién (6t 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 valor de cero.

El métedoe analitico de amexicilina trihidratada
suspensién es adecuado para ser utilizade como método de
rutina en el producto analizado utilizando los reactives,

y condiciones mencionados en este trabajo.
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ANEXO1

SOLUBILIDAD(23)

Siempre gue 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 1 a 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 inscluble Mas de 10000 partes
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ANEXO 2

PRUEBA DE EFICIENCIA DE LA COLUMNA

Columna: LiChrosorb RP-18 { 5 micras ).
Catilogot 50433 Columna: 317653,
Lote: 845633.

Longitud de la columna: 125 mm.

Didmetro interno: 4.0 mm.

Condiciones para la prueba de eficiencia de la columna:

Eluente: Acetonitrilofagua 75:25.
Flujo: 1.0 ml/min.
Deteccidn: 254 nm UV.

Volumen de la muestra: 10 microlitros.

Resultados esperados:

Compogicidn por 100 ml: Benceno Naftaleno
137.5 mg 16.2 mg

Tiempo de retencldn (seg) 125.3 170.9

Resolucidn 1.3 2.2

Factor de simetria . 1.4 1.3

HETP (micras) 20.2 17.9

No. de platos teéricoa

por cm. 49437.8 ’ 55783.9
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CAlcules: ver las ecuaciones en el capitulo II.

Resultado de la prueba: Para la columna utilizada en la validaclén

de amoxicilina trihidratada:

Coampogicisdn por 100 ml: Benceno Naftaleno
177.8 mg 15.9 mg

Tiempo de retencién (seg) 120 166.8

Resolucidn 1.35 2.08

Factor de simetria 1.6 1.27

HETP (micras) 28.7 32.37

No. de platos tedricos

por cm. 48778.3 51356.2

Resultado de la prueba: Para la columna utilizada en la validacidn

de ambroxol clorhidrato:

Composicidén por 100 ml: Benceno Naftaleno
141.5 mg 16.3 mg

Tiempo de retencidn (seqg) 124.8 166.8

Resolucién 1.31 2.08

Factor de simetria 1.3 1.1

HETP (micras) 22.12 2z.01

No. de platos teSricos

por cm. 56508.1 56780.0
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NUMERO DE INYECCIONES RECOMENDADAS PARA CADA COLUMNA
M&tode de anilisis: No. de inyecciones:
Amoxicilina trihidratada 600
Ambroxol clorhidrato 450

Las columnas que se utilizaron durante las validaciones cumplen con los
criterios establecidos.
Los resultados nos indican gue se pueden obtener cromatogramas

simétricos y confiables para realizar una cuantificacidn.

La altura equivalente del plato tedrico (HEPT) tiene un valor entre 0.01
y 0.1 mm, valor necesario para HPLC. Entre menor sea HEPT la columna

sard mejor.

La eficiencia estd determinada por el No. de platos tebricos. Entre
mayor sea el nlmerc es mayor la eficiencia de la columna. Con columna

eficiente se obtienen los picos definidos y estrechos.
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