=57

i

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA ~
DE MEXICO

T ‘““nnﬂ HACIGNEL ATTONEN o "Hfl' '

=) ¢ t?‘, e (SN,
A

T

'z
" 8

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
“ZARAGOZA"

COMPARACION DE DOS METODOS ANALITICOS
PARA CUANTIFICAR AMOXICILINA EN SUSPENSION

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

B I 0O L O G O

P R E 8 E N T A
MIGUEL ANGEL ROSALES CRESPO

UYNAM
FES
ZARAGOZIX
ASESOR: M. en C. CATALINA MACHUCA RODRIGUEZ
10 RUNCRNO ETE MEXICO, D. F. 1998.

OE NUESTRA REFLEXION

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

7674 07



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

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

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

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

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



JURADO ASIGNADO:

Presidente: Biol Emesto Mendoza Vallgjo.

Vacal: v ENC Catalina Machuca Rodriguez.

Secretario M en C Armando Cervantes Sandoval

ler Suplente: QFD Idela Letnen Floes Gémez

2° Suplente. QF B Parncia Pana Cervanies

Sitio donde se desarrollo el tema:

Laboiatorio de Medicamentos y Productos
Biologicos, SmithKiine Beecham Faimacéutica.

Asesor del Tema: M. en C. Catalina Machuca Rodiiguez

Sustentante Miguel Angel Rosales Crespo



IT.

I1L.

Iv.

VT.

VIT.

INDICE

INTRODUCCION

ANTECEDENTES TECRICOS

A. Definicidn vy Clasificacidn de los Antibidticos. ...

B. Moncografia de la Amoxicilina

C. Suspensiones

D. Cromatografia

E. Yodometria

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

OBJETIVOS

HIPOTESIS DE TRABAJC

PARTE EXPERIMENTAL

A. Material,Equipo vy Reactivos

B. Metodologia General. . v et e i cie e et

RESULTADGS

ANALISIS DE RESULTADOS

1l

17

23

28

29

30

31

31

33

36

63



VIII.

IX.,

XI.

CONCLUSIONES

N D

69

74

7



INTRODUCCION

En algunos laboratorios se elaboran productos antibicticos &-
lactamicos derivados de la penicilina a los cuales se rozliza ot
ensayo quimicc por diferentes métodos.

Entre estos encontramos a la amoxicilina el cual es un

antibidtico de amplic espectro con actividad contra microorganismos

como H. influenzae, E, ¢oli, etc.

Se compararon dos métodos alternativos para cuantificar
amoxicilina en suspensidn { Cromatografia de liguidos de alta
presidén y Yodométrico ), demostrandose que ambos son lineales,
exactos, precisos, especificos y reproducibleg por 1o que se
concluye que se puede determinar indistintamente amoxiciiina en
suspensidn por cualquiera de los dos métodos.

También, ambos métodos fueron comparados de acuerdo a costos
y tiempc de operacidn; observandose que &l métedo de cromatografia
es mas costoso que el vodométrico; no asi en el tiempo de andlisis
que es menor en el de cromatografia lo cual nos representa un
beneficio analitico, y & su vez en las dreas de produccion,

Se decidild entonces emplear el método cromatografico como
parametro de c¢ontrol de calidad, por lo8 beneficics que éste

representa.



L. ANTECEDENTES TEORICOS

A.Definicidn v Clasificacidén de los Antibidticos

Etimoldégicamente, antibiético significa destruir vida, vy de
acuerdo a esto cualguier agente yva sea fisico, guimico o mecdnico
podria ser un antibidtico; sin embargo el concepto de que 1las
sustancias producidas por un microorganismo puede matar a otras es
muy antiguo, asi por ejemplo los Chinos sabian hace pogc mdc 2z
2500 afios de las propiedades de la cédscara enmchecida de la sova,

la cual aplicaban en infecciones como antibiodtico, (1).

Log antibidticos son clasificados tomando en cuenta su
egstructura quimica v su mecanismo de accidn en: ( 2,3,4).

* Los que inhiben o activan enzimas que rompen las paredes
celulares bacterianag, causando pérdida de la viabilidad v a menudo
lisis celular; por ejemplo penicilinas v cefalosporiﬁas.

* Los gque actian directamente gobre la membrana celular;
afectando la permeabilidad de la membrana v provocando filtracidn
de compuestos intracelulares; entre éstos se encuentran las
polimixinas y agentes antifingicos de nigtatina que se unen a los
esteroles de la pared bacteriana.

* Los que afectan la funcidén de los ribosomas bacterianos
provocando inhibicidn irreversible de la sintesis de proteinas:; por

ejemplo cloranfenicol, tetraciclinasg, eritromicina, lincomicina.



* Los que se unen a la unidad ribosomal 308 y provocan
acumulacioén de complejos iniciales de la sintesis de proteinas y
lectura errdnea de acidoribonucléico mensajero (ARNm) y produccion
de polipéptidos anormales, é&stos pertenecen al grupo de 1los
aminoglucdécidos, gque son bactericidas.

* Los que afectan el metabolismo del dcido nucléiceo, por ejemplo
la rifampicina, gque inhibe la ARN-polimerasa dependiente del
dcidodesoxiribonucléico (ADN).

* Los antimetabolitog gue incluyen el trimetropim y las
sulfonamidas que bloguean pasos metabélicos especificos esenciales

para el microorganismo.

En el presente trabajo son considerados solo antibidticos que
destruyen la pared celular bacteriana mediante reacciones

enzimaticas (antibioticos B-lactémicos).



B. Moncgrafia de la Amoxicilina

1. Descripcion

Sindénimos. Acido 6- [D- {-) -alfa-amino-p-hidroxifenil-acetamido]
penicilinico; p-hidroxiampicilina; amoxicilina; alfa-amino-p-
hidroxibencilpeniciltina; dcidoe 6-(p-hidroxi-alfa-
aminofenilacetamida) penicilinico.

Trihidrato: A-Gram, Amodex, Amoxibiotic, aAmoxidal, BAmoxil,
Moxipen, Clamoxil, Moxal, Moxaline, Pamocil, Penamox, Robamox,

Ultimox, Wymox.

A. Formula v peso molecular

e
C\C/NH E_]E/S CHs
] [ I | N -3H,0
O CHy 2
HO o” 7><
H COOH

C1gH1aN3055.3H0

419 .46 g/mol

Figura 1. Estrucitura Quimica de la hmoxicilina (5).



La amoxicilina trihidrato es un polvo cristalino blanco o casi
blanco, una de las pruebas regqueridas para su certificacidén es la
observacion de sus crisgtales birrefringentes tipices de todas las
penicilinas, con olor caracteristico.

La absorcion al ultravioleta determinada sobre una scolucidén al
0.1 % en etanol presenta maximos a 230 nm 10854, a 274 nm 1400, en
HCL 0.1 N a 229 nm 9500, a 272 nm 1080, en KOH 0.1 N a 248 nm 220U,
a 291 nm 3000, (6).

Espectro de infrarojo (IR) Ver figura 2.

B. Rotacidn dptica
20°

Lo 1] = + 246° { 51}).
D

C. BEstabilidad de la Amoxicilina

La degradacién de la amoxicilina es tipica de la hidrdlisis de
todas las penicilinas. En condiciones alcalinas se descompone
incialmente abriendo su anillo #-lactamico, formandose A&cido
penicildéico, en ésto se basa la absorcidén de yodo v la reaccidon de
hidroxilamida; el &cido penicildico finalmente plerde CO, Yy forma
dcido peunildico, ( 6,7).

Todas la penicilinas semisintéticas son elaboradas a partir
del acido 6-aminopenicilinico, el cual no ha sido encontrado como

un producto de degradacidn.



La amoxicilina trihidrato es un polvo cristalino blance o casi
blanco, una de las pruebas regqueridag para su certificacidn es la
cbhservacion de sus cristales birrefringentes tipicos de todas las
penicilinas, con olor caracteristico.

La absorcidm al ultravieleta determinada sobre una solucidn al
0.1 % en etanol presenta maximos a 230 nm 10854, a 274 nm 1400, en
HCL 0.1 N a 229 om 9500, a 272 nm 1080, en KOH 0.1 N a 248 nm 2200,
a 291 nm 3000, (6).

Espectro de infrarojo (IR) Ver figura 2.
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¢. Estabilidad de la Amoxicilina

La degradacidn de la amoxicilina es tipica de la hidrélisis de
todas las penicilinas. En condiciones alcalinas se descompone
incialmente abriendo su anillo &-lactédmico, formandose &acido
peniciléico, en ésto se basa la absorcién de yodo vy la reaccidn de
hidroxilamida; el acido peniciloico finalmente pierde CO, y forma
dcido penildico, ( 6.7).

Todas la penicilinas semigintéticas son elaboradas a partir
del Acido 6-aminopenicilinico, el cual no ha sido encontrado como

un producto de degradaciodn.



La amoxicilina en forma de dosificacién oral, esg una omuleién
insoluble a 250 mg/5ml v tiene 1la capacidad de retener en un 90%
su actividad por 2 semanas a temperatura ambiente v en un 100 % a

4 grados centigrados por 72 horas, (6 ).

D, Solubilidad

Solvente mg/mL

. Acetato de etilo insoluble
Acetona 1.3
Etanel (absoluto) 3.4
Agua 4.0
Metanol 7.5

Méteodog de andlisis

Las pruebas requeridas para la certificacién de amoxicilina
incluyen: potencia (950-1050 mcg/mg} en base anhidra; humedad
(11.5-14 % por Karl Fisher); pH (3.5-6.0); cumplir con pruebas de
seguridad; ser cristalina; dar una identificacidn en IR. El ensayo
puede efectuarse yodométricamente asi como por cromatografia de

liquidos de alta presidn, (8).

Evidencia farmacoldgica

La amoxicilina fue sintetizada vy protegida por una patente



La amoxicilina en forma de dosificacidén oral, es unz omulcoidn
insoluble a 250 mg/5ml y tiene la capacidad de retener en un 90%
su actividad por 2 semanas a temperatura ambiente v en un 100 % a

4 grados centigrados por 72 horas, (6 ).

D, Solubilidad

Solvente mg/ml

. Acetato de etilo insoiuble
Acetona 1.3

. Etanol {absoluto} 3.4

. Agua 4.0
Metanol 7.5

Métodog de andlisis

Las pruebas requeridas para la certificacidén de amoxicilina
incluyen: potencia (950-1050 mcg/mg) en base anhidra; humedad
(11.5-14 % por Karl Fisher); pH (3.5-6.0); cumplir con pruebas de
seguridad; ser cristalina; dar una identificacién en IR. El ensayo
puede efectuarse yodométricamente agi comoe por cromatografia de

ligquidos de alta presidn, (8).

Evidencia farmacoldglica

L amoxicilina fue sintetizada v protegida por una patente



varios aflos después que la ampicilina, la cual es una de las

penicilinasas mis comunes.

New y Winsel demostraron gue la amoxicilina v la ampicilina
poseen un espectro antibacteriano similar, de igual forma,
reportaron gue la amoxicilina fue absorbida mejor y produce mejores
niveles de suero gue la ampicilina. Sutherland et. al. amplio este
panorama cuando compard ambas penicilinas encontrando und mayor
actividad contra Staphylococus aureus, estreptococos B-hemoliticos,

Hemophvlus influenzae, E. coli, ( 8.,9).
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C. Sugpensidnes

Una suspensidén farmacéutica se define como una dispersién
heterogénea que contiene material insoluble finamente dividido,
suspendido en un medio liguido.

Se administran por wvia oral, intramuscular o subcutanea, se
aplican en topicos y se usan oftdlmicamente. Como alguncs productos
ge preparan ocasionalmente en forma seca para colocarlos en
suspensién al dispersarlos mediante 1la adicién de un vehiculo
apropiado, esta definicién se extiende para incluir dichos
preductos, (10).

Una suspensidn formulada adecuadamente debe cumplir con
ciertos criterios. Las particulas dispersas deben tener un tamafio
tal que no permita sedimentacidén rapida en el recipiente, peroc si
hay sedimentacién, el sedimento no debe ger una pasta dura sino
debe ser capaz de redispergarse c¢on un esfuerzo minimo por el
paciente. Ademas el producto debe ger de facil fluidez, sabor

agradable y resistente al atague microbiano.

una suspensgion:
. Tamafio de particula
Adicién correcta de las materias primas

velocidad y tiempo de mezclado



Controles de calidad necesarios para una suspension, (11).

Organolépticas
Valoracidn del principio activo
. Redispersabilidad
Humedad {(Karl Fisher) en caso de polvo p/reconstituir
. Velocidad de sedimentacidn
. Volumen de sedimentacidn
Ensayo microbiolégico (en cago de antibidticos)
. Densidad

PH

10



D. Cromatografia

La palabra cromatografia de las palabras griegas Kromatos
(color) y graphos (escrito) fue asociada en un principic con
sustanciasg coloridas, (12},

En el aflo de 1850, Runge descubrié la formacidon de zonas
coloridas al afadirse sustancias colorantes sobre papel secante,
5in embargo el desarrcllo mas importante se realizd en el afio de
1906 con los experimentos de Michel Tswet; gquién utilizd una
columna larga de vidrio, rellena de sulfato de calcio finamente
dividido y observd que cuando la mezcla de pigmentos verdes de las
plantas se ponen en lo altoc de una columna y a continuacién se
agrega éter de petréleo, aparecen una serie de bandas horizontales
de distintos colores, los cuales corresponden a cada uno de los
pigmentos de la mezcla, lo cual indicaba que se lleva a cabo una
separacidn a lo largo de la columna, (13).

En el afic de 1930 la cromatografia de adsorcién fue utilizada
como un método preparativo; posteriormente en 1941 Martin y Synge
introducen la cromatografia de reparto entre liguidos, mas que la
adsorcién de un liguido en un sélido. Para 1959 Porath y Flodin
introducen la cromatografia de filtracidén en gel la cual es una
poderosa herramienta para la separacidén de sustancias de alto peso
molecular, (14).

A principio de 1969, por primera vez se aprecian lag ventajas
de la cromatografia de alta resolucidn en la gue se efectdan
andligis automatizados de aminodcidos; por esta década J.C. Moore

11



y Waters Associates introducen la cromatografia en gel, (15).

La cromatografia comprende una gerie de métodos para separar
mezclas moleculares que dependen de las diferentes afinidades de
los soclutes entre dos fases inmiscibles. Una de las fases es un
lecho fijo de gram Area superficial (fase estacionaria) mientras
que otra puede ser liguida o gaseosa (fase mévil) esta se mueve a
través de la superficie de la fase estacionaria o sobre ella, (14).

Los métodos cromatograficos se clasifican de acuerde a la
naturaleza de la fase estacionaria y la fase mévil. Asi cuando la
fase estacionaria es un liquido el proceso se llama cromatografia
de particién; mientras que cuando es un s6lido se 1lama de
adsorcidn.

Se han desarrollado dos enfoques tedricos para describir el
paso de solutos a través de un sistema cromatografico; estos se
basan en un sistema de reparto miltiple © en uno continuo de
adsorcidn-desorciodn.

El primero es la teoria de los platos, basada en el trabajo de
A.P. Martin y R.L. Synge, que considera el sistema cromdLogratfico
como una serie discreta de platos tedricos siendo cada unc de ellos
una unidad dentro del sistema en los que hay un equilibrioc del
soluto entre la fase movil y la fase estacionaria. El movimiento
del soluto se congidera como una serie de trangferencias paso a
pasgo entre plate v plato.

La segunda es la velocidad en gue se considera ia dinamica de

las particulas del soluto a medida que pasa a través de los

12




espacios ubicados en la fase estacionaria del sigtema, al igual que
la cinética de estas particulas a medida que gson transferidas a la
fase estacionaria y desde ella, (12).

Es posible aplicar las formag bésicas de cromatografia
(adsorsién, particion, intercambic iéniceo y exclusién de tamafic) al
analisis de productos farmacéuticos, empleando una serie de
técnicas que difieren una de otra de acuerdo a la naturaleza de la
fase moévil y estacionaria que utilicen, asi como el equipo para
realizar dicha cromatografia.

La eleccidén de la técnica depende de varios factores, entre
los que destacan la complejidad de la muestra gue se pretende
analizar, las propiedadeg fisicogquimicas de los componentes. la
resolucion requerida, el tiempo de analisis asi como la facilidad
de la técnica.

Existen varias técnicas cromatograficas: de papel, de capa
fina, de gases, de filtracién, sobre gel, de liquidos; para los
fines del presente trabajo nos enfocaremos a la cromatografia de
liguidos.

La cromatografia de liguidos es una de las técnicas mas utiles
con la gue cuenta el analista, va gque por medio de ésta se hace
posible realizar separaciones de mezclas basandose en diversas
caracteristicas como son: polaridad de los solutos, coeficiente de
particidn, peso molecular, naturaleza idénica o su capacidad para
formar complejos de afinidad.

En la cromatografia de liguidos la separacién tiene lugar en

una columna empacada; la fase estacionaria puede ser s6lidc con

13



capacidad adsortiva o un soporte inerte revestido de una capa
ligquida, mientras que la fase movil es un liguido, (13,14}.
El proceso de la cromatografia de liquidos se puede realizar

mediante los procesos sigulentes:

Cromatografia de Liquidos clésica

Esta consiste bdsicamente en una columna de vidrio de didmetro
entre 2 v 10 om, rellena de algin material comc gel de silice,
alimina, aztcar, etc., cuyas particulas son por lo general de un
tamafio cercano a 200 micras. La muestra se disuelve en la fase
mévil y se coloca en la parte superior de la columna con la ayuda
de un cuentagotas o de una pipeta, posteriormente se agrega un
digolvente con el cual se eluya la muestra a través de la columna,
el flujo del solvente se alcanza por gravedad en la columna, y las
fracciones de la muestra individuales se colectan manualmente. En
este tipo de cromatografia se empléa por lo gemeral una vez la
columna y después se desecha, por lo cque el rellenoc de la columna
tiene que ser repetido para cada separacidn, representando un
gsignificativo gasto de material asi como el empléo de varias horas
de trabajo, ademas que la deteccidén vy la cuantificacidn se lleva a
cabo por analisis manual de las fracciones; generalmente se usa una
téonica auxiliar como: espectrofotometria, andlisis quimico,
infraroio ¢ Tregistro gravimétrico para evaluar el contenido de
cada uno de los componentes asi como su posible identificacidn de

las fracciones colectadas de la muestra.

14



Cromatografia de Licquidos de Alta Presion

En este métode se empléan columnas de acero de didmetro muy
reducido rellenas de materiales especiales pulverizados con tamafio
de particula de entre 3 y 40 micras.

Este tipo de columna es muy eficaz perc ofrece una gran
resistencia al flujo de la fase movil, es decir una gran caida de
presién, por lo gque es necesario emplear sistemas de bombéc de alta
presién; la cantidad de la fase estacionaria es pequeila, por lo que
se requiere que la muestra también lo sea ( 0.1-10 mg).

Las columnas empleadas son reutilizables, por lo que se pueden
l1levar a cabo muchas separaciones individuales en una misma
¢olumna.

La inyeccidén precisa de la muestra se lleva a cabo facil v
rapidamente, empleando una jeringa de inyeccidén. Puegto que se
empléan bombas de alta presion se obtiene un flujo contrelado ¥
rapido del solvente a través de la columna.

El flujo controlade da por resultadoc una operacién mas
reproducible lo cual significa una gran precigidén y exactitud en
jos andlisis por elucidn.

La detecoién v cuantificacién se lleva a cabo con detectores
de wvarios tLipos, esto rinde un cromatograma final sin la

intervencidén directa del operador.

i5



La cromatografia de ligquidos de alta presidn ofrece grandes
ventajas al analista, pero también tiene sus limitacicnes como se

muestra a continuacidén.

Ventajasg Desventajasg

Velocidad de andlisis . Equipo costoso

Alta resolucidn . No existe detector

. Automatizaciodn universal
Resultados cuantitativos . Experiencia
y reproducibles indispensable
: Amplio espectro de aplicaciones . Elevado costo de
operacion

Asi este tipo de cromatografia ofrece un informe exacto de la
separacion de los componentes de la mezcla en un corto tiempo v un
minimo de esfuerzo, {16).

Para el engayo gquimico de amoxicilina se usa el método de
cromatografia de ligquidos de alta presidn; este método se basa en
la absorcién que tiene la amoxicilina a una longitud de onda de 273
nm por la afinidad que presenta este antibidtico en leg sitios
activos de la fase estacionaria en la columna y su posterior
cuantificacién por deteccién al ultravioleta a esta longitud de
onda. Este parece ser un axcelente procedimiento para cuantificar
amoxicilina, va gue no requiere ser degradado, (17).

16



E., Yodometria

El elemento yodo existe en varios estados de oxidacién
analiticamente importantes y estan representados por especies tan
conocidas como yoduro / vyodo, monocloruro de vodo, vyodato vy
peryodato. Son de importancia especial los procesos de oxidacidn vy
reduccién en gque intervienen o dos estados de oxidaciodn
inferiores: yvodo y yoduro,

En todos los procedimientos directos e indirectog se efectidan
valoraciones con una solucidén estdndar de yodo que contiene una
concentracidn relativamente alta de yoduro potdsico o se efectian
valoraciones de yodo en presencia de yoduro en exceso.

En ningino de 1log dos casos se forma vyodo s86lido y la
concentracidén de vodo acuoso es ordinariamente pequefia comparada
con la concentracion de trivoduro, (18).

Se han propuesto dos clasificaciones mayores de log métodos
redox:

Primerce los llamados métodos directos, donde una solucidn de
trivoduro o de yodo disuelto en yodurc potdsico comoe medio siive
como agente oxidante estandar, a este método se le llama método
yvodimétrico.

Segundc, se empléan métodos llamados indirectos en los cuales
se forma trivoduro por accién del ién voduro en exceso con algun
agente oxidante, éstos se degignan comunmente c¢omo métodos

vodométricos, (19).

17



Para los fines del presente trabajo nos enfocaremos al método
yodométrico.

Para la valoracidén de triyodurc se usa invariablemente una
solucidn esténdar de tiosulfato de sodic; en la aplicacidn del
método analitico indirecto o yodométrico ha de tenerse siempre la
seguridad de que se ha completado la reaccién entre el oxidante
fuerte y el yvoduro en exceso antes de dar comienzo a la valoracion
con tiosulfato. De otroc modo todo oxidante fuerte presente al
comienzo de la valoracidn oxidara posiblemente tiosulfato a azufre
o sulfato, al igual qgue a tetrationato y con ello alterara la
estequiometria de la reaccidn triyoduro-tiosulfato, que es la que
se pretende; asi podemos decir que el método yodométrico se destina
a la determinacién de sustancias que por si mismag son agentes
oxidantes fuertes y el procedimiento congiste en la reaccidn previa
de esta sgustancia con un exceso de i6n yoduro para formar ion
triyodurc, seguida de la wvaloracidn de idén triyodure c¢on una
solucidn estandar de tiosulfato de sodio:; luego entonces el punto
final de la valoracidn estd seflalado por la desaparicion final del

vodo libre, (20).

I +2Na 80 ------- > Na §0 + 2 Nal
2 22 3 246

En general, no se usa yodo como sustancia egtidndar primaria,
por la incomeodidad que supone preparar vy pesar vodo sélido purc y

sSeco.
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En la practica pocas veces eg necesario pesar yodo sélido con
exactitud porgue en general se prepara una solucidn de yodo de la
concentracion deseada aproximada y luego se egtandariza.

Cuando @@ yodo sdlide es poco soluble en agua, su solubilidad
aumenta considerablemente en presencia de yoduro de potasio en
excese a causa de la formacidn de idn triveduro, asi para preparar
una solucidn de yodo es aconsejable mezclar el yvodoc s6lido y el
yoduro de potasio en un volumen pequefic de agua hasta que el yodo
se disuelva por completo, vy luego diluir con agua hasta el volumen
deseado.

Varios son los factores que afectan la estabilidad v
concentracidn de la soluciones de vodo, entre las mas lmportantes
encontramos la siguientes: la sublimacidén del vodo, lo cual se
puede evitar guardandc las solucicnes de yvodo en recipilentes bien
cerrados v de color ambar asi como en un lugar fresco ya que el
calor aumenta la volatilidad del vodo; también evitar el contacto
directo con el oxigeno atmosférico va gque éste causa la oxidacidn
de i6n yodurc a vodo, {18,20 ).

El tiosulfato de sodio se diguelve muy bien en agua v asi
resulta sencillo preparar una sclucidn de esta sal. $in embargo hay
varios factores gue intervienen en la estabilidad de ias soluciones
de tiosulfato, como son: el pH, metales pesados, bacterias que
consumen azufre. El efecto de la acidez sobre las scluciones de
tiosulfato es de esgpecial interés ya que en un medic Acido muy
diluidoe se descompone muy lentamente con la formacidn de azufre

elemental v con hidrogénsulfito.

19



Aunque el tiosulfato es inestable en medioc Acido nada impide
5U uso como valorante de yodo o triyoduro; el oxigeno por si mismo
no tiene efecto especial sobre las soluciones del tiosulfato:
perc en presencia de impurezas de metales pesados causan oxidacidn
gradual de ticosulfato a tetrationato, (21).

La reaccidén entre el tiosulfato y el vodo o triyodurc es
inmediata, por el hecho de gque la mayoria de los otros oxidantes
convierten tiosulfato a sulfito o sulfata vy ne en tetrationato.

En general la reaccidén yodo tiosulfato transcurre ridpidamente
a todo los valores de pH entre 0 v 7.

Para la determinacién del punto final de la wvaloracidm de
vodo-tiosulfato se empléa almidon que es un indicador internc
sensible gue experimenta una interaccidn altamente especifica con

el yodo. El punto final de la valoracidén con una solucidn estandar

de triyoduro se sefiala por la aparicidén del color azul formado por

el complejo yodo-almiddén, y el color azul desaparece en el punto
final.

Cuando se usa almidén como indicador para yodo es preciso
observar varias precauciones generalesg. E1l almidén no ha de estar
presente en estas soluciones gue se wvaloran, hasta que la
concentracidén de yodp libre eg lo bastante baja, va que grandes
cantidades de yodo causan coagulacidn de la suspension de almiddn
v promueven asi mismo la descomposicidén de egta sustancia.

La suspensidn de almiddn debe guardarse de manera que se evite
la expesicidn al aire, vy toda posible fuente de bacterias va que

esto provoca la descomposicidn del almiddén. Agi también el almiddn
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debera emplearse a temperatura ambiente, ya gue la sensibilidad del
punto final almidoéon-yodo disminuve mafcadamente en soluciones a
temperatura mas alta.

Asi pues la amoxicilina ({antibidtico #-lactémico) puede ser
cuantificado por el método yodomélLrico.

La degradacion de la amoxicilina es tipica de la hidrélisis de
todas la penicilinas. En c¢ondicicnes alcalinas se decompone
inicialmente abriendo su anille §-lactdmice hasta 4acido
penicildico, en ésto se basa la valoracion de absorcidn de yodo.

Aunque la molécula sola de amoxicilina no consume yodo, el
dcido penicildico si. La reaccién para cuantificar amoxicilina
involucra varios pasos, se requieren dos alicuotas de una solucidn
de amoxicilina las cuales se transfieren a matraces por separado;
a la muestra se agrega hidrdxido de sodic lo que provoca que el
anillo A-lactdmico se abra, luego entonces se agrega un exceso de
vodo; el yodo no consumidoxes titulado con tiosulfato de sodio, se
usa siempre un blanco. Luego entonces la diferencia de volumenes

nos da el conlenido de amoxicilina en la alicuota.

Il
i " Cnapgy—CH CH
\(If/ CHs  calipeniciiinasa - R7 '}\"" 3
Ny Ot ” COOH  NH./ “C
ol 4 /[
H COOM W eoon

NH,

Amoxicilina dmweg=uim Ac. peniciloico
: "ol

Figura 3., Reaccién de degradacion de Amoxicilina, (23,24).
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Esta reaccion en particular depende de varios factores, entre
los mas importantes estd el pH v la concentracion de vodo en la
solucidn; asgi pues la reaccidn yodo-tiosulfato debe tener lugar en

medio dcido antes de efectuarse, ( 22).
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F. Validacidn de Métodogs Analiticos

La validaciodn de un método analitico asi como la comparacidn
con otrog, se define como el proceso por el cual gqueda establecido,
por estudios de laboratorio, gque 1a capacidad de un método
satisface los requerimientos para las aplicaciones analiticas
deseadas, (25).

En la aplicacidén de los criterios para la validacion vy
comparacion de une o varios métodos analiticos, prevalecera ante
todo la experiencia y criterio del analista gque lleva a cabo el

estudio.

Conceptos y Determinaciones

* Linearidad del sistema.

Es la relacién que se egtablece mediante una linea recta entre
una propiedad fisica, quimica o bioldégica con la cantidad de
farmaco a analizar.

Se evalia construyendo una curva de calibracidn a partir del
andlisis de diferentes soluciones de la sustancia de interés,
usualmente 50, 80, 1DD, 120 y 150 % preparadas a partir de una
misma solucidn patrdn.

Los datos obtenidos, sge representan en un grafico y se
calculan los siguienteg pardmetros estadisticos: X, DE, CV, r, r?

¥ b.
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Criterio de aceptacioén en la linearidad del sistema:

cv = 1.5 %
r =z 0.99%
rt > (.98
b = 0

* Linearidad del método

Mide el grado en que la respuesta del método, al trabajar en
un rango determinado de concentraciones, se aproxima a una funcidn
lineal del tipo v = mx + b,

Rango: estd definido por las concentraciones comprendidas
entre los niveles superior e inferior de la sustancia de interés,
en el cual se demuestra que el método es preciso, exacto,
especifico ¥ lineal.

Se realizan andalisis por triplicado de soluciones preparadas
por la adicién de la sustancia de interés a placebos del producto,
usualmente 50, 80, 100, 120, v 150 % de la cantidad egpecificada en
el marbete.

Con 1los resultados obtener: 1la grafica de la c¢urva, la
ecuacion empirica de la recta y los pardmeilros muestrales; X, DE,

Cv, m, b, r yv r?

Donde el criterio de aceptacidén en linearidad del método es:
% de recobro 98 - 102 %

cv

in

2 %
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r =z (.99

r¢ > 0.98

* Exactitud y Repetibilidad al 100 %

Es la dispersidn que existe entre una serie de datos con
respecto a un valor central, que es el wvalor real ( 100 % }
obtenido por un mismo analista utilizando idénticas condiciones de
andlisis.

Se expresa como el % de recobro, obtenidc del andlisis de
muestras a las que se les ha adicionado la cantidad necegaria de la
sustancia de interés para obtener una concentracidén final
corrcspondiente al 100 %.

Adicionar a placebos del producto (6 como minimo) la cantidad
necesaria de la sustancia de interés para cbtener la concentracidn
del 100 %, analizarlos independientemente utilizando el método
propuesto, en las mismas condiciones de operacidn v por el mismo
analista.

Calcular el % de recobro, X, DE, CV, IC ai 95 %

Donde los criterios son:
El % de recobroc debera estar entre 98-102 %
Estadigrafo de contraste t Student y Xi?
t. calc < t tab
Xi? c¢calc < Xi? tab
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* pgpecificidad (métodos de control de calidad).

Es un término utilizado para indicar gue la respuesta obtenida
en el método se debe Unica y exclusivamente a la sustancia que se
deséa determinar y no a otras sustancias que pudieran estar
presentes en el material por analizar.

Con el método propuesto analizar placebos del producto e
identificar la(s) respuesta(s) del{los) principioc(s} activo(s), ¥
81 procede, de los excipientes v/u otras sustancias presentes en la
formulacidn.

Criterio: la respuesta obtenida por el métedo debe satisfacer

los sigulentes requisitos:

Placebo: no se obtilene respuesta < 2 %
. Estandar: se obtiene regpuesta en un 100 %

Placebo cargado 100 %: se obtlene respuesta

* Estabilidad de la muestra analitica

Son las condicicones durante 1las cuales una muestra del
producto mantiene su propliedad medible en un lapso de tiempo
determinado.

Se determina por la comparacién de los resultados de 1los
anadlisis iniciales de tres muestras del producto terminado con los
cbtenidos de las muestras después de permanecer por un tilempo
determinado en diferentes condiciones; por ejemplo: temperatura,
humedad, luz, refrigeraciodn, ete., dependiendo de lag propiedades
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figicas y guimicas de la sustancia de interés.

Reanalizarlas bajo las condiciones de trabajo, utilizando una
solucidén patrén recientemente preparada para cada tiempo, de
acuerdo a lo establecido en el método analitico propuesto. Los
andlisis deben ser efectuados por un mismo analista.

Criterioc: la muestra es estable 8i el intervalo de confianza
(IC) para la diferencia de la media muestral con respectn a ia
media del andlisis inicial incluye el valor de cero y/o la magnitud

del efecto no exceda en intervalo de 98-1G2 %.

* Reproducibilidad

Eg la correlacidon entre mediciones repetidas respecto a
variaciones en la operacidn; talesg variaciones radican en que las
determinaciones son efectuadas por diferentes analistas, en
distintos diag, en el mismo y/0 diferente laboratorio usandoc el
mismo yv/o diferente equipo, (25,26,27,28,29).

Analizar tres muestras del prodiucto de un mismo lote cuando
menos 2 por analista en 2 dias diferentes. Se debe trabajar de
manera independiente partiende de una muestra homogénea del
preoducto al 100 % de la concentracidn tedrica.

La reproducibilidad se maneja en % de recobro.

Con los resultados se calcula X, DE y CV

Criterio utilizado CV £ 2%
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I1i. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La validacién de métodos analiticos asi como la comparacidn
estadistica entre éstos, es parte fundamental en el desarrollo de
una nueva formulacién y de la técnica de anadlisis de control de
calidad en donde el quimico verifica si el estudio, evaluado
gistematicamente, cumple con los propésitos para los cuales fue

disefiado.

La industria farmacéutica dedica especial interés en la
validacién y comparacidén de métodos analiticos debido al gran
incremento de productos que tienen que ver con la salud, por otro
lado se hace cada ver mAs necesario el desarrollo de métodos
analiticos adecuados. L.a necegidad de reformular formas
farmacéuticas para mejorar su calidéd, exije el desarrollo de
métodos analiticos alternativos asi como su comparacion con otros
para que &stos sean mds confiables y disminuyan costos y tiempos de
operacién en la industria. ‘

Actualmente la amoxicilina contenida en una suspensidén se
cuantifica por el método yodométrico, asi como por cromatografia de
ligquidos de alta presién, por lo gque la comparacién estadistica de
ambos métodog, en funcioén de costos y tiempo de andlisis, permitira
tomar decisiones més confiables sobre la eleccidn de un método en

particular.
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III. OBJETIVOS

Objetivo General:

. Evaluacion de dos métodos analiticos para cuantificar
amoxicilina en suspension y determinar el método adecuado para ser

utilizado como parametro de contrel de calidad.

LLevar a cabo la comparaciém de los métodos analiticos
{(vodométrico y cromatografico de liguidos de alta presidn},

mediante:

Determinacidn de la:
.Linearidad del sistema
.Linearidad de los Métodos
.Exactitud v repetibilidad de los Mé&todos
.Especificidad de la Muestra Analitica
.Reproducibilidad
.Estabilidad de la Muestra Analitica
.Comparacion de costos y tiempo de

operacidn
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iV, HIPOTESIS DE TRABAJO

La comparacién de dos métodos analiticos sera vilida si 1a
relacidén dosis - respuesta obtenida por la muestra es representada
por una linea recta y ésta es paralela a la del patrén, para 1los
dos métodos comparados.

Sin embargo, la relacidon de costo-beneficio puede ser el
parametro que valida cual de los métodos analiticos sea el mas

adecuade para ger utilizado comercialmente.
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V. PARTE EXPERIMENTAI

A. Material, Eguipo v Reactivos

Material Degcripeidn

Matraz volumétrico (Blau brand) 100 ml

Matraz yodométrico (Pyrex) 125 ml

Pipeta volumétrica (Pyrex) 2, 10 ml

Bureta graduada (Pyrex) 25 el

Pipeta graduada (Pyrex) 5 ml

Filtros {Millipore} tipo HA de 0.45
micras

Eguipo para filtracién
{Schott Duran) 250 ml
Probeta graduada ({(Pyrex) 1000 ml

Jeringa para invector

{(Becton Dikingon) 3 ml

Equipo Descripcidn
Balanza analitica (200 gr) Sartorius BAlleCS
Parrilla de agitacidén magnética Corning
Cromatégrafo de Liguidos Beckman modelo 164
Sistema de bombé&o continuo Beckman modelo 166
Inyector (20 mcl) Rheodyne modelo 7725
Columna fase reversa ODS (C18) Beckman

Detector ultravicleta Beckman modelo 116
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Modulo de interfases
Computadora

Impresora

Reactivos

Hidroxido de sodio (R.A.)

Acido c¢lorhidrico (R.A.)
Tiosulfato de sodiio (R.A.)

Yodo {(s6lido) (R.A.)

Almidén (R.A.)

Fosfato de sodio monobdsico (R.A.)
Metanol (R.A. y HPLC)
Amoxicilina trihidrato estdndar
primario (85.0 %) lote= BRL 2333
Amoxicilina trihidrato (materia

prima (85.0%) lote= 9601000233

Beckman modelo 166

IBM modelo 5027

Epgon FX 850

Degcripcidn
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck

Mallinckrodt

SBP

SBQ
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B, Metodologia General

Metodologia General:

Valoracidén de amoxicilina en suspensidén por el método
yodométrico:

Preparacion de la solucidn de referencia: pesar 100 mg de
amoxicilina (esténdar de referencia) ajustando el peso al 100 % de
su pureza, trangferirlo a un matraz volumétrico de 100 ml v
adicionar 20 ml de agua destilada y entonces someter esta solucion
a bafio de ultrasonido por 3 minutes, postericrmente aforar al
volumen y homogenizar la solucién; esta contendra una concentracion
de 1 mg/ml.

Sclucidn problema: disolver una cantidad adecuada de la
muestra (8%6.6 mg de placebo cargado, gue para la exactitud vy
repetibilidad tendrd una concentracidn de 0.6, 0.8, 1.0, 1.25 vy 1.5
mgy/ml; y para la linearidad del método tendrd una concentracién de
1.0 mg/ml); {para la estabilidad de la muestra se pesan 896.6 mg de
muestra de producto, ¢ésta contendra una concentracion de 1.0
mg/ml); (para la linearidad de sistema se pesan 0.5, ©G.75, 1.0,
1.25, 1.5 mg/ml ajustando el pesc al 100 % de la pureza de la
sustancia de interés (amoxicilina), en un matraz volumétrico de 100
ml con agua destilada, someter a hafio de ultrasonido por unos 3
minutos y entonces aforar al volimen y homegenizar ia suspensién,

luego entonces la solucidn estd lista para su andlisis.
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Procedimento:

A 2 ml de la solucién de referencia v de la wuestra, por
separado, afadir 2 ml de solucién 1.0 N de hidréxido de sodio,
mezclar ¥ dejar reposar por 15 minutos. Adicionar a cada uno de los
matraces 2 ml de solucidén 1.2 N de acido clorhidrico v 10 ml de
solucidén 0.01 N de yodo, inmediatamente colocar un tapdn a 1los
matraces v cubrirlos con agua, dejarlos reposar durante 15 minutos
protegidos de la luz. Titular con solucidén 0.01 N de tiosulfato de
sodio, para visualizar el punto final de la titulacidn, agregar
unas gotas de almiddén SI (Solucidn Indicador) casi al final de la
titulacidén, continuar hasta que el color azul desaparezca.

Determinacidn del blanco: colocar en 2 matraces por separado
2 ml de la solucidn de referencia y 2 ml de la solucidn problomn,
agregar a ambos 10 ml de solucidn de yodo 0.01 N, enseguida
adicienar 0.1 ml de solucidn 1.2 N de acido clorhidrico; titular
inmediatamente con solucién 0.01 ¥ de vodo, para visualizar el
punto final de la titulacidén adicionar unas gotas de almidén ST
cagi al final de la titulacién, continuar hasta que el color azul

desaparezca.

Cidlculos para determinar cantidad de amoxicilina en la muestra

problema:

ml _bco. mta-ml mta ¥ % adicionado = % de amoxicilina
ml bco.stdr-ml stdr

34



Valoracién de amoxicilina en suspensién per el método de
cromatografia de liguidos de alta presiodn:

Fase mdvil: pesar 7.8 gr de fosfato de sodio monobésico v
disolver en 900 ml de agua destilada, ajustar el pH a 4.4 vy
entonces aforar a 1000 ml y homogenizar la solucidn. Mezclar 950 ml
de la solucion amortiguadora (buffer) con 50 ml de metanol {grado
HPLC), filtrar & través de una membrana tipc HA de 0.45 micras y
desgagificar la solucidn en bafdo de ultrasonide por 10 minutos.

Condiciones cromatograficas:

columma C18 fase reversa
detector UV a 273 nm
flujo de la fase 1 ml/min.

volumen de la inyeccidén 20 mcl

Preparacidn de la solucidn de referencia y problema:

Se prepararan de igual manera y en las mismas concentraciones
como se describid con anterioridad en el método yodemétrico, con la
precaucidn de gue todas la soluciones deberdn de ser filtradas.

Procedimiento: inyectar 20 mcl de la solucidn egtéandar por
duplicadec para estandarizar el cromatografo; una vez realizado
ésto, inyectar 20 mel de'la solucidén problema; el integrador de la
computadora proporcionara el resultado en % de 1la dosis de

amexicilina.
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* Linearidad del sistema (cromatografia de liquidos de alta

VI. RESULTADQS

presidn).
Concéntracidn Respuesta
mqg/ml ABC
0.5 152.63034
0.5 152.70697
0.5 153.52170
0.75 229.50681
0.75 2259 .26846
0.75 229.41562
1.0 304.,270%0
1.0 304.14645
1.0 304.27173
1.25 380.87161
1.25 383.43283
1.25% 380.02066
1.5 455.5081%
1.5 455.34119
1.5 454.89737

Tabla I. Resultados obtenidos para la linearidad de sistema.

Parametroe evaluado:

Ceoficiente de correlacidn (r)

Coeficiente de determinacion {r2)

Error estdndar de regresidn (SAav/x)

Ordenada (b}
Pendiente (m)

L {0.025) g.l=

13:;

tedrico= 2.16

1.0000
0.995%
114.9422
1.9934
302.6546

0.0217

Valor experimental
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Prueba de hipdtesis para la ordenada:

Criteric de aceptacién:

51 t (0.025) < t exp. < (0.975)

Area de aceptacidn:

===> Ho se acepta

-2.16 < 0.0217 < 2,16
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* Linearidad del sistema (Yodometria).

Concentracidn Respuesta
mg/ml ml gastados
0.5 7.5
0.5 7.48
0.5 7.5
0.75 6.25
0.75 6.3
0.75 6.2
1.0 5.05
1.0 5.0
1.0 4.95
1.25 3.75
1.25 3.75
1.25 3.7
1.5 2.5
1.5% 2.48
1.5% 2.5

Tabla IT. Resultados obtenidos para la linearidad del sistema.

Pardmetro evaluado Valor experimental
Coeficiente de correlacion (r} - 1.0
Coeficiente de determinacion {xr?2) 1.0

Exrror estandar de regresion (Say/x) 3.55
Ordenada (b} 10.007
Pendiente (m) - 5.,0087

£ {0.025) gl=13; tedrico 2.16 0.8760
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Prueba de hipdtesis para la ordenada:

Ho : b = 0
Ha : b # 0
Criterio de aceptacién:
8i t (0.025) < t exp < t (0,975) ===> Ho se acepta

Area de aceptacion:

-2.16 < 0.876 < 2.16
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* Linearidad del métode {cromatografia de liguidos de alta

presidén} .,

Cantidad adicionada

Cantidad recuperada

% de recobro

mg/ml  (x) mg/ml {y)
0.6 0.606632 101.1058
0.6 0.607040 101.1733
D.6 0.606347 101.0578
0.8 0.796613 99.5766
0.8 0.805872 100.7340
0.8 0.808840 101.1050
1.0 1.008300 100.8310
1.0 1.005461 100.546%
1.0 1.006993 100.6993
1.2 1.203670 100.3058
1.2 1.206838 100.5698
1.2 1.202486 100.2072
1.5 1.500708 100.2256
1.5 1.503384 100.0472
1.5 1.504010 100.2673

Tabla IITI. Resultados obtenidos para la linearidad del método.

Calculos preliminares:

Ix
Exz
Ly
Zy2
Ixy
m
b

T2

1}

i

1530 N = 15

170700 ZR = 1508.4520
1537.3204 IR2= 151698.11
172096.6255 R = 100.5635%
171395.812 DE = 0.4597
0.996525 cv = 0.4571
0.0084

0.9999

t {0.05}), ¢l=13 para {(m)= 0.0534

t {0.05}), gl=13 para {(b)= 0.2949

Error estdndar de regresidn (SAy/x) = 0.3345

95
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Prueba de hipétesis para la pendiente:

Criterio de aceptacidn:

81 t (0.05) < t exp < {0.975) ====> Ho se acepta

Area de aceptacion:
-2.16 < 0.0534 < 2,16

Intervale de Confianza
0.717 < 1 < 11,2813

Prueba de hipdtesis para la ordenada al origen

Ho : b =10
Ha : b # 0
Criterio de aceptacidn:
81t (0.0%) < t exp < (0.97%) =====> Ho ge acepta

Area de aceptacidn:
-2.16 < (.2949 < 2.16
Intervalo de confianza

- 0.4579 < 0 < (0.4614
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* Linearidad del método (Yodometria).

Cantidad adicionada Cantidad recuperada % de recohro
mg/mi {x) mng/mi (v) R
0.6 0.59 98.3333
0.6 0.60 106.0000
0.6 0.61 101.6667
0.8 0.80 100.03800
0.8 0.80 100 .0000
0.8 .81 101.2800
1.0 1.00 1490.0000
1.0 1.01 101.0000
1.0 1.00 1040.0000
1.2 1.20 100.0000
1.2 1.19 99,1677
1.2 1.20 100.0000
1.5 1.50 100.0000
1.8 1.51 100.66867
1.5 1.49 99,3333

Takla IV. Resultados obtenidos para la linearidad del métrodn

Calculos preliminares:

Ix = 153D N =15
rx?2 = 170700 ER = 1500.4167
Zy = 1531 ZR2= 150092.0347
Zyr = 170827 R = 100.02
Exy = 170760 DE = 0.7878

m = 0.99713 Cv = 0.7876

b = 0.0036

r2 = (,9885

r = 0.9998

t {0.05), gl= 13 para (m) = 0.2696
t (0.05), gl= 13 para (b) = 0.0034
Error estandar de regresiom (8ay/x) = 0.3356
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Prueba de hipdtesis para la pendiente:

Ho +t m = 1
Ha : m # 1
Criteric de aceptacidn:
8i t (0.05) < t exp < (0,975) ===> Ho sSe acepta

Area de aceptacidn
= 2,16 < 0.2696 < 2.16
Intervalo de conflanza

0.2183 < 1 < 1.2154

Prueba de hipdtesis para la ordenada al origen:

Criterio de aceptacion:

Si t (0.05) < t exp < (0.975) ===> Ho gSe acepta

Area de aceptacidn:
-2.16 < 0.0034 < 2.16
Intervalo de confianza

- 0.3054 < 0 < 0.3126
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* Exactitud y Repetibilidad al 100 % (cromatografia de liguidos

de alta presidn).

Cantidad adicionada

Cantidad recuperada

% de recobro

mg/ml  (x) mg/ml (v} R
1.0 1.0092 100.52
1.0 1.0057 100.57
1.0 1.0053 100.53
1.0 0.99273 99.73
1.0 ¢.9919 29,19
1.0 1.0051 100.51
1.0 0.9994 89.94
1.0 0.%99¢6 99.96
1.0 0.9997 99.97
1.0 1.0016 100.00
1.0 0.9999 99.99
1.0 0.9957 99.57

Tabla V. Resultados obtenidos para la exactitud y repetibilidad .

Calculos preliminares:
IR = 1198.42

ZR?= 119685.3

R = 100.0733
S = 0.4832
Cv = 0.4828

o? = 0.23358

Repetibilidad:

Xiz= {0.025), gl= 1l1; tedrico

Xiz= (0.975), gl= 1ll; tedrico

Xi? experimental = 5.18

Exactitud:

I

3.816

21.92

H

t (0.025}, gl = 11 tedrico + 2.201

t experimental = - 1.58
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Hipstesis de contraste para la Repetibilidad:

Criterioc de aceptacidn:

Xi* (0.025) < xi?

Area de aceptacidn:

Intervalo de confianza

Hipdtesis de conkraste

Criterio de aceptacidn:

81 £ t (0.05) £ &

Area de aceptaciodn:

Intervale de confianza

exp < Xi? {0.975) ===> Ho se acepta

Ho : g? £ 2 %

Ha : o > 2 %

3.816 < 5.18 < 21.92

0.1172 <« ©.2335 <0.673

para la BExactitud:

ax

Ho 1 = 100 %

Ha : # 100 %

===> Ho sg acepta

- 2.201 < - 1,58 < 2,201

99.69 < 100 < 100.3070
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* Exactitud y Repetibilidad al 100 % {Yodometria).

Cantidad adicicnada

Cantidad recuperada

% de recobro

mg/ml  (x) mg/ml {y) R
1.0 1.0 100.00
1.0 1.01 Lol .oy
1.0 1.0 100.00
1.0 1.02 102.00
1.0 .99 99.00
1.0 1.01 101.00
1.0 1.01 101.00
1.0 .99 99.00
1.0 0.99 99.00
1.0 1.00 100.00
1.0 0.99 89.00
1.0 0.99 99.00

Tabla VI. Resultados obtenidog para la exactitud y repetibilidad.

Cadlculos preliminares:

IR = 1200
FR2Z= 120012
R = 100.00
8 = 1.0445
Cv = 1.0445
ao? = 1.0910
Repetibhildad:

xiz {(0.028), gi = 11;

Xi® (0.975), gl

11;
Xi? experimental = 6.0
Exactitud:

t (0.025), gl = 11

t experimental ¥ 0.0

tedrico

tedrico

It

3.816

21.92
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Hipdtesis de ceontraste para la repetibilidad:
Ho : o* £ 2 %

Ha : 62 > 2 %

Criterio de aceptacidn:

Xi? (0.025%) < Xi? exp < Xi? (0.975} ===> HO se acepta

Area de aceptacidn:
3.816 < 6.0 < 21.92
Intervalo de confianza
0.5475 < 1.0910 < 3.144
Hipétesis de contraste para la exactitud:
Ho : = 100 %

Ha : # 100 %

Criterio de aceptacidn:

8i £ t (0.05) £ t exp ===r Ho se acepta

Area de aceptacion:
- 2.201 < 0.0 < 2.201
Intervalo de confianza

99.33 < 100 < 100.6636
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* Especificidad del métode (cromatografia

resolucidnl .,

de liguidos de alta

Sustancia relacionada

% de Recgobro

Mmoxigilina (materia prima}
Placebo adicionado (100 %)

Placebo del producto

100.05
100.25

6.0

Tabla ViI. Resultados obtenidos para la especificidad del método.

Criterio: Comc ge observa en la tabla VII la respuesta obtenida por

el wétodo se debe Unicamente a la sustancia de interés, por 1o

tanto, &l método se considera especifico para la amoxicilina.
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* Especificidad del método (Yodométrico).

Sustancia relacionada

% de Recobro

Amoxicilina (materia prima)
Placebo adicionado {100 %)

Placebe del producto

93.7
100.0
0.0

Tabla VIIT. Resultados obtenideos para la especificidad del método.

Criterio: como se observa en la tabla VIIY la respuesta obtenida

por el método se debe Unicamente a la sustancia de interés, por lo

tanto, el método se considera egpecifico paraz la amoxicilina.
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* Egtabilidad de la muestra analitica (Cromatografia de liguidos

de alta presidn).

Muestra del producto

Condicidn/Tiempo Lote 1 Lote 2 Lote 3
Inicial 100.1141% i00.7015 100.9739
T.A./ 24 Hr. 100.8291 100.2760 101.9138
T.A./ 72 Hr. 94,3295 95.9993 95,4925
4° ¢/ 24 Hr. 99.3588 101.0268 100.1267

Tabla IX. Resultadogs de la muestra analitica almacenada a

temperatura ambiente 24 y 72 horas, y refrigeracidéna 4°C por 24

horas.

Intervalo de confianza
T.A./ 24 Hr. - 0.8684 a 1.6734 Muestra estable
T.A./ 72 Hr. - 65.6203 a - 4.025 No es estable
4°¢c./ 24 Hr. - 1.69 a 0.8454 Muestra estable

Intervalo de confianza en estabilidad de la muestra analitica.

Criterio por intervalo de confianza:
£
. La muestra es estable a temperatura ambiente 24 horas ¥y
refrigeracién 24 horas va que en el intervalo de confianza se

incluye el valor de cero.

. La miestra no es estable a temperatura ambiente por 72 horas -
va que en el intervalo de confianza no se incluye el valor de cero.
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* Estabilidad de 1a muestra analitica (Yodometrial.

Muestra del producto

Condicidn /tiempo Iote 1 Lote 2 Lote 3
T.A./ 24 Hy. 100.2 100.00 101.00
T.A./ 72 Hr. 94.00 95.00 95.40
4°c./ 24 Hr, 99.80 1900.20 101.00

Tabla X. Resultades de 1la muestra analitica almacenada a

temperatura ambiente 24 v 72 horas, vy refrigeracidn 24 horas.

Intervale de confianza

T.A./ 24 Hr. - 1.5 a 1.58 Muestra estable
T.A./ 72 Hr. - 6.76 a - 4.386 No eg estable
4=C./ 24 Hr, -1.23 a 1.1 Muestra estable

intervalo de confianza en estabilidad de la muestra analitica.

Critero por intervalo de confianza:
La muestra es esgtable a temperatura ambiente 24 horas vy
refrigeracién 24 horas va gue en el intervalo de confianza se

incluye el valor de cero.

. La muestra no es estable a temperatura ambiente por 72 horas

va que en el intevalc de confianza no se incluye el valaor de cero.
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* Reproducibilidad : Cromatografia de liquidos de alta presion.

Analista
1 2
99,9346 101.0016
1 99 .8956 99,1075
93 .9367 100.1113
Dia
100.0036 99.3674
2 i00.1158 100.9361
106.0845 100.2532

Resultados obtenides para la reproducibilidad del método
(Cromatografia de liguidos de alta presidén), les cuales se

encusntran expresados en % de recobro de amoxicilina.

Parametro evaluado Valor calculado
Media (X} 100.0675
Desviacidn estandar (&) 0.5252
Coeficiente de variacidn (CV) 0.5248

Criteric utilizado:

oV < 2 %
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* Reproducibilidad: Yodometria.

Analista
1 2

106.00 99.80

1 101.00 99.40

101.00 100.00

Dia

399.80 101.60

2 100.00 99.40

99.80 100.00

Resultados obtenidos para la reproducibilidad del método

(vodometria), los cuales se encuentran expresados en % de recobro.

Parametro evaluado Valor calculado
Media (X} 100.15
Desviacion estdndar (8) 0.6829
Coeficiente de variacidan (CV) 0.6819

Criterio utilizado:

eV < 3 %

59



Comparacidén estadistica de los dos métodos (Cromatogratia de

liguidos de alta presidén con relacién a Yodometria).

* Repetibilidad: se utiliza la informacidén generada del porciento

recuperade de la linearidad de los métodos:

DE 1 = 0.4537 N1l=15
DE 2 = 0.7878 N 2=15
gl = 14 F con (0.97%5) = 2,95

L3IC = 1.0045 : LIIC = 0.3405

En el intervalo se encuentra el valor de uno.

* Exactitud al 100 % ; informacidn generada del porciento

recuperado de la exactitud al 100 %.

R 1 =99.8684 % N1l=12
R 2 =100.00 % N 2 =12
DE 1 = (.4832

DE 2 = 1.,0445

gl = 22 t con {0.975) = 2.074
DEP = 1.0083
LSIC = 1.15%84 ; LIIC = - (.5347

n el intervale se encuentra el valor de cero.
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* Linearidad de ilos métodos para las pendientes:

SE? = 0.3101

82dm = 4.2363 % 10-5

gl = 26 t ¢con (0.975) = 21064
LSIC = 0.0128 ; LIIC = - 0.0140

En el intervalo de encuentra el valor de cero.

* Linearidad de los mérodos para las ordenadas:

S2do = 0.5648

gl = 26 t con (0.975) = 2.064

L8IC = 2.7531 ; LIIC = - 1.0861

En @1 intervalo se encuentra el valor de cero.
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Comparacidn en cuanto a costos y tiempo de andlisis de los dos
métodos {(Cromatografia de liguidos de alta presidn con relacidén a

Yodometria).

Se realizd un estudio de tiempo de andlisis v costos de
operacidn para cuantificar amoxicilina en sugpension, en el tiempo
de andlisis se incluye: preparacién de reactivos, de soluciones
muestra y de estandar patrdn, andlisis de muestra, tiemmo da
informe final. Para el andlisis de costos se incluye: reactivos,
uso de equipos, materiales adicionales (papeleria, material

consumible, etc), costo hora/hombre,

Método

Parametro evaluado Cromatografia de Ligquidos Yodometria
de alta presién

Tiempo de andlisis 40 minutos 3 Horas

Costo de operaciodn $ 380 $ 55
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VII. DISCUSION

a. Linearidad del sistema.

Se determiné preparande soluciones patrén de amoxicilina
estandar primario a las concentraciones de 0.5, 0.75, 1.0, 1.25, vy
1.75 mg/ml, estas soluciones se analizaroh por triplicado cada una
Y Ppor un solc analista obteniendose tres lecturas para cada
concentracién, Con los resultados obtenidos se caleulo r, x?,
ordenada y t student para la ordenada vy se construyd una curva de
calibracidn (fig.4 v fig. 5 ) para cada uno de ios métodos.

Se observa en los resultados ( tabla I y tabla IT ) que el
coeficiente de correlacidén experimental es de 1.0 para el método
cromatografice y de 0.9846 para el método yodométrico, dade que
estos valores son mayores que el valor establecido tedricamente
(0.98)}, esto indica que existe una gran relacién entre las dos
variables (concentracién contra respuesta obtenida), guedando
demostrado que la wvariacién de la wvariable de respuesta se
relaciona directamente con la variable independiente
(concentracidén} y que tal relacidn es lineal. El valor de t student
en la inferencia acerca de la ordenada para ambos sistemas tiene un
valor considerado como cero lo que corrobora la hipétesis

alternativa (Ha) para cada unc de log métodos propuestos.

b. Linearidad del método.

Este pardmetro se evalud preparando placebos adicionados con
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cantidades exactas de amoxicilina (materia prima), cada unc de
manera independiente a 5 concentraciones diferentes ue
corresponden a 60, 80, 100, 125, 150 % de la concentracién central
que es de 1.0 mg/ml (tabla III y tabla IV) para el método
cromatogrdfico y yodométrice respectivamente. Se prepararon
soluciones por triplicado para cada uno de los placebos; el
estandar se prepard pesando 117.6 mg/l00 que corresponde a 100 mg
ajustados al 100 % de la pureza del estandar.

El andlisis de los placebos se hizo por triplicado para cada
uno de los métodos a comparar {cromatografico-yodométrice) por un
solo analista y bajo las mismas condiciones de operacidn. Con los
resultados obtenidos para cada método se calculd y se construyd una
curva de linearidad (fig. 6); graficando cantidad adicionada contra
cantidad recuperada. Para la comparacién de la linearidad de los
métodos se usd Informacidén generada de las pendientes vy ordenadas
con una probabilidad acumulada de 0.975.

De acuerdo a los resultados obtenidos en la comparacidn para
la linearidad de ambos métodos se tiene que en el intervalo el
limite superior es de 0.128 y el inferior -0.014 para las
pendientes; para las cordenadas el limite superior es de 2.7531 v el
limite inferior es de - 1.06861. Se puede cbservar gque en ambos
intervalos se encuentra el valor de cero, lo cual indica que ambos
métodos son lineales, es decir, que la pendiente para ambos métodos
se considera como 1 y la ordenada como cero. Lo cual puede ser

corroborado también en la fig. 6 donde se compara la linearidad
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de ambos métodos, es decir, que la relacién dosis respuesta se

representa por una linea recta, lo que corroborar la hipétesis de

trabajo,.

c. Exactitud y Repetibilidad de los métodos.

Se determind preparando seis placebos del producto, cada uno
con la cantidad necesaria de amoxicilina (materia prima) para
obtener la concentracion del 100 %, el estandar se prepard de igual
manera gque para la linearidad del método; el andlisis de 1los
prlacebos se hizo por duplicado para cada uno de log métodos a
comparar (tabla V y tabla VI}); con los resultados obtenidos para
cada método se obtuvo el porciento de recobro, R, S, CV, ¢?. Para
la repetibilidad de los métodos se ugo informacidén generada del
porciento recuperado para la linearidad de los métodos {tabla III
v tabla IV). 8e compararon mediante los datos de desviacion
estandar gque para el método cromatografico es de 0.4537 y para el
vodométrico es de 0.7878 con una probabilidad acumulada de 0.9275.

De acuerdo a los resultados para el intervalo se obtuvo el
limite superior 1.0045 v el limite inferior 0.3405; se observa aquil
que en el intervalo se localiza el wvalor de 1 por lo que se
considera que los métodos son repetibles v que no existe diferencia
en el anAlisis por un mismc analista.

Para la exactitud se uso informacidon generada del porciento
recuperado de la exactitud al 100 % (tabla V y tabla VI} =se
compararon mediante los datos promedio del porciento recuperado
que para el método cromatografico es de 100.0733 y para el
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vodométrico es de 100.00 %, con una probabilidad acumulada de
0.975. De acuerdo a los datos obtenidos para el intervalo se obtuvo
el limite superior 1.1584 y el limite inferior -0.5374. Agui,
podemos observar que en el intervalo se encuentra el valor de cero

per lo gue se dice ¢ue ambos métodos son exactos.

d. Especificidad del método.

Este pardmetro se evaludé analizando las muestras preparadas,
placebo, placebo adicionado, materiaz prima (amoxicilina); el
estandar se prepard de igual manera que para la linearidad del
método.

Como se observa de los resultados obtenidos para el método
cromatografico (fig.7,fig,8,fig,9), y para el método yodométrico
(tabla VIII}, tanto el placebo adicionade como la materia prima
(amoxicilina) presgsentan resgspuegta similar es decir se detecta el
activo (amoxicilina) sin que exista interferencia de posibles
productes de degradacidn; de igual manera el placebo del producto
no mostrd interferencia es decir que no se detectd por log metodos
propuestos; luege entonces de acuerdo a estos resultados se
concluye ¢ue ambos métodos son especificos para detectar

amoxicilina en suspension.

e. Estabilidad de la muestra analitica.
ge determind mediante el anélisis de tres muestras del
producto, sometidas a dos diferentes condiciones (temperatura
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ambiente y refrigeracidn 4°C), las muestras ge analizaron de manera
inicial, 24 horas y 72 horas, usando una solucién ﬁatrén preparada
recientemente para c¢ada tiempo de andlisis, las muestras se
reanalizaron bajo las mismas condiciones de trabajo de acuerdo a lo
establecido para los métodosg propuestos, el andlisis se efeciud pus
un mismo analista.

De acuerdo a los resultados obtenidos {(tabla IX v tabla X)., la
muestra sSe considera estable durante 24 horas a temperatura
ambiente v refrigeracion; no asi 72 horas a temperatura amblente ya
gue la concentracién del activo disminuye en un 6 %

aproximadamente.

f. Reproducibilidad,.

Se determiné mediante el calculo del coeficiente de variacidn
realizado en el andlisis de seis muestras homogéneas del producto
con una concentracién cercana al 100 % de la concentracioén tedrica.

Los andlisis se realizaron por dos analistas en dos dias
diferentes usando log métodos propuestos (Cromatografia de liquidos
de alta presién v método Yodométrico) con el mismo eguipo v en el
mismo laboratorio.

Obteniendose al coeficiente de variacién que para los dos
métodos es menor al 2 %; se concluye que no existe interaccion

entre analigsta-dia para los métodos propuestos.
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g. Comparacidén en costo y tiempo de operacion.

Se realizdé un estudio de tiempo de analisis vy costos de
operacidn, para poder obtener un resultadeo final de 1la
cuantificacidn de amoxicilina en suspension.

De acuerdo a los resultadod obtenidos (tabla XIII) se nota gue
el métode de cromatografia de ligquidos de alta presgidn es mas
costos0o en comparacion con el método yvodométrico; no asi en tlempos
de operacion gue es mas rapido el andlisis por cromatografia que
por vyodometria, 1o que reporta un beneficico en las areas de

produccidon al tener un resultado mas rapido.
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VIII. CONCLUSIONES

Se determind la comparacién de log métodos en base a las
reglas de decisién y se 1llego a la conclusion de que se puede
determinar indistintamente el principio activo (amoxicilina) por
cualquiera de los dos métodos comparados.,

Estadisticamente se encontré que los sistemas analiticos son
lineales en um rango de concentracion de 50 a 150 % del principio
activo., Ademds es precise al analizar muestras con una
concentracidn cercana a I mg/ml establecida en la linearidad del
sistema.

Existe una relacidn lineal entre ambos Yy con la del patrdn en
un rango de 0.6 a 1.5 mg/ml; ya que ambos poseen una ordenada al
origen congiderada como cero v una pendiente aproximada igual a 1.

Se considera que los métodos son exactos y repetibleg a la
concentracidén central de I mg/ml. Son reproducibles, ya gue no
existe diferencia significativa en que el an&dlisis sea efectuado
por unce u otro analista en el mismo o diferente dia.

Ya que el placebo no presenta interferencia en el ensayo para
ambos métodos, se congideran especificos para determinar
amoxicilina en suspensidn.

Se establece gue la muestra preparada para Su Uso posee una
estabilidad de hasta 24 horas a temperatura ambiente v a 4 grados
por el mismo tiempo; por lo que pasado éste no se recomienaa
analizar }as muestras vya que los resultados obtenidos no se
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consideran confiables.

En cuanto a costos y tiempo de anidlisis se determiné que es
més costoso el andlisis por cromatografia de liguidos gus el de
yodométria no asi en su tiempo de andlisig que es mas rdpido por el
método cromatografico.

Como conclusidn general los métodos se consideran lineales,
exactos, repetibles, especificos y reproducibles para el pringipio
active en estudio v que la muestra es estable hasta por 24 horas a
temperatura ambiente y refrigeracion.

Por lo tanto se toma 1la decisidén de usar el método
cromatogafico como pardmetro de control de calidad para cuantificar
amoxicilina en supensién ya que este da un resultado en menor
tiempo de andlisis, ademdas de gue la muestra no reguiere
degradacién como en el métede vodométrico; lo que reporta un

beneficio para las areas productivas de una industria.
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IX. ANEXO0S

Evaluacidén estadistica de los pardmetros analiticos en la

comparacidn de los métodos analiticos.

. Media x =22x/n

Desviacién estandar DE = ¥V [n(Ex?)-(Zx)?/n(n-1) ]

Coeficiente de variacién CV = (DE/x) (100)

. Coeficiente de correlacion

r = N [{n(Zxy) - (Zx) (Zy)) 2/ (n(Zx2) - (Zx) ) (n(Zy?) - (Zy) ?}
Coeficiente de determinacidén r2

Pendiente m = nt(Zxy)- (Ex) (Zy/nt(Zx?) - (Zx)?

Ordenada al origen b = Zy - m (Ex)/nt

Error estidndar de regresion Sy/x = Zx?-mIxy-bIy/n

say/x = vV (n/n-2)

. Factor de confianza para (b)

FC = [£(0.975)] [SAy/x] [NIxi?/n¥xi-x)2)]
Estadigrafo de contraste (b)

t = (b-bo)/(SAy/x}) (V[Exi?/nE(xi-x?]
Intervalo de confianza al 95 % para (b)
IC = b-FC<B<btFC

Factor de confianza para {(m)

FC = [£{(0.975)] [8Ay/x/DE(Yn-1)]
Estadigrafo de confianza para (m}

t = (m-mo)DEY(n-1 /SAy/x
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Intervalo de confianza (IC) al 95 % para {(m)

IC = m-FC<M<mtC

Porciento recuperado

% de recobro= mg adicionados/mg recuperados

Coeficiente de wvariacién CV = (DE/x) 100

Factor de confianza para la exactitud

FC = t (0.975) DE/vn

Egstadigrafo de contraste para la exactitud

t = (x-)/(DE/n)

Intervalo de confianza al 95 % para la exactitud

X-FC<<x+FC

Estadigrafo de contraste para la repetibilidad

¥i?2 = (n-1) DE2/o?

Estadigrafo de contraste para la estabilidad de la muestra

analitica.

t* = C(comparaciones), g.l., = 2(C+1}

Intervalo de confianza para la estabilidad de la muestra

analitica,

1C = xit+xotV[Spi? (2/3)

Factor para la estabildad de la muestra analitica.

I = (andlisis muestra/condicidn/tiempo ( 100 }
(andlisis inicial)

. Media para el factor I I= ZI/N

Intervalo para la repetibilidad de los métodos.

LSIC=DEl? x F LIIC=DEl? x 1
DE2? DE2 ? ¥

F = N-1 con probabilidad de (0.975}.
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- Intervalo para la exactitud al 100 %.

%
DEP=[(N1-1 DEiZ + (N2-1) DE22]

N1l+N2 - 2
LSIC = (R1-R2) + t x DEP x 1 + 1
nl n2
EIIC = (R1-R2) - t x DEP x 1 + 1

nl n2
t = NI+N2-2 con probabilidad de (0.975)
. Intervalco para la linearidad de los métodos (pendientes)

SE?=[Zv1? -m1¥xvl-biXvl]+[Xy22 -m2¥xy2-b2¥y2
tilnl + t2n2 -4

S$2dm=SEz2 | 1 + 1 ]
Exlz-(¥xiy? Ex22- (hx2)2
nltl n2t2

LSIC/LIIC = (mi-m2 + t x VS?dm

. Intervalo para la linearidad de los métodos (ordenadas)

S2do=S:E[__ 1 + 1 + (Ex1)2 + (Fx2) 2]
nltl n2t2 nl2el2[%x12-(Ex1)2 n22t22 [Ex22- {Ix2) 2}
' nltl n2zt2

LSIC/LIIC = {bl-b2) % t x V¥s2do
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Dig=

beco=

mea=

il

star

ABC=

T.A.=
LSIC=
LIIC=
SE?=
42 dme==

g2do=

XI. GLOSARIOC

Promedio Aritmélico del porciento recuperado
Degviacidn Estandar

Coeficiente de Variacién

Coeficiente de Correlacitémn

Coeficiente de Determinacidn

Pendiente

Ordenada de QOrigen

Intervalo de Confianza

Blanco

Muestra

Estandar

Area Bajo la Curva

Porclento de Recobro

Temperatura Ambiente

Limite Superior del Intervalco de Confianza
Limite Inferior del Intervalo de Confianza
Varianza Error de Regresidn

Varianza de la Diferencia de la Pendiente

Varianza de la Diferencia de la Ordenada
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