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INTRODUCCION
Y

OBJETIVOS



INTRODUCCION

El cefadroxilo es un antibidtico derivado de las cefalosporinas de primera generacion. Las
cefalosporinas son quimica y farmacoldgicamente similares a las penicilinas, contienen un anillo
B-lactdmico y un anillo de dihidrotiacina y actiia inhibiendo la sintesis de la pared celular
bacteriana causando lisis celular rapida, por lo que se utiliza de forma similar tanto para el
tratamiento de infecciones de leves a moderadas (infecciones de vias urinarias, piel, tejidos
blandos etc.) causadas por bacterias sensibles, tiene accién antimicrobiana, es principalmente
bactericida y puede ser bacteriostatico. Se administra por via oral: capsulas, tabletas y
suspensiones. La concentracion minima para cocos grampositivos sensibles se encuentran en el
intervalo entre 0.1 y 1.0 pg/mL, para la mayoria de las bacterias gramnegativas sensibles, se
requieren normalmente concentraciones de 1 a 16 pg/mL o mas.

En la industria Farmacéutica en México la NOM-059-SSA1-1993 y la NOM-164-SSA1-
1998 hacen referencia a la validacion pues no hay una norma especifica de validacion. Estas
normas plantean que los métodos se validan para asegurar que un procedimiento, técnica,
instrumento, software, analista 0 método analitico hace apropiadamente para lo que fue disefiado
cumpliendo los requerimientos de precision, exactitud y otros parametros estadisticos que se
establezcan.

La quimica analitica instrumental es una herramienta muy utilizada para el analisis
cualitativo y cuantitativo de compuestos que se encuentran en muestras farmacéuticas, entre las
técnicas de andlisis instrumental una de las mas utilizadas es la Cromatografia de Liquidos de
Alta Eficiencia (CLAE por sus siglas). La cromatografia de liquidos de alta eficiencia es una
técnica que es utilizada para la cuantificacion e identificacion de sustancias quimicas, esta técnica
permite el analisis de cefadroxilo en tabletas.

La validacion de un método analitico se lleva a cabo segun los fines para los cuales se
aplicara éste. En general los parametros que se evalian normalmente en una validacion analitica
instrumental son: condiciones Optimas de trabajo de la técnica a utilizar y del método, linealidad
de sistema y método, precision de sistema, repetibilidad, reproducibilidad, estabilidad de la
muestra, exactitud, etc.

Para el caso de esta investigacion se determinaran los siguientes parametros para validar
el analisis por la técnica de cromatografia de liquidos de alta eficiencia para la cuantificacion de
cefadroxilo:

1) Condiciones del sistema cromatografico.

2) Linealidad del sistema.

3) Precision del sistema.

4) Estabilidad de los estandares.

5) Condiciones del método.

6) Repetibilidad.

7) Recobro.



OBJETIVOS

A Validar la técnica de Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia (CLAE) para la
cuantificacion de cefadroxilo en tabletas.

A Para esta investigacion se determinaron los siguientes parametros estadisticos que permiten
validar parte de la metodologia para el analisis cuantitativo de cefadroxilo por la técnica de
HPLC:

Condiciones del sistema cromatografico.

Linealidad del sistema.

Precision del sistema.

Estabilidad de los estandares.

Condiciones del método de extraccion de cefadroxilo en tabletas.

Repetibilidad.

Recobro.



CAPITULO 1

ANTECEDENTES



CEFADROXILO '*

El cefadroxilo monohidratado es un polvo cristalino que puede ir de color blanco a color
hueso, es poco soluble en agua y practicamente insoluble en alcohol, cloroformo y éter, sensible a
la luz. Su formula molecular es C;,H7N305S H,O, el P.M. es de 381.4 g/mol.

El cefadroxilo es una cefalosporina de primera generacion, un derivado del p-hidroxilado
de la cefalexina y se utiliza en el tratamiento de las infecciones por gérmenes sensibles de leves a
moderado. Aunque el cefadroxilo presenta un amplio espectro de actividad antimicrobiana
similar al de la cefalexina, sin embargo muestra mejor absorcidon en el tracto gastrointestinal, y
produce concentraciones plasmaticas mas altas y duraderas que ésta.

Es un antibidtico beta lactdmico, es bactericida y actia similarmente a las
bencilpenicilinas.

Su mecanismo de accion es inhibiendo la sintesis de la pared celular bacteriana,
presentando mayor actividad en los cocos gram positivos y una actividad moderada a los bacilos
gram negativos. Los cocos gram positivos sensibles son los estafilococos, tanto productores como
no productores de penicilinasas y los estafilococos resistentes a la meticilina suelen ser
resistentes, el cefadroxilo también tiene actividad contra algunas enterobacterias.

La concentraciéon minima inhibitoria estd en el intervalo de 0.1 a 1 mg/mL, y para la
mayoria de las bacterias gram negativas es de 1 a 16 mg/mL.

FARMACOCINETICA

Las dosis de 500 a 1,000 mg administradas por via oral se ha reportado que se alcanzan
concentraciones plasmaticas maximas de aproximadamente de 16 y 30 ug/mL a las 1.5 y 2.0
horas respectivamente, pero aumenta cuando los pacientes presentan insuficiencia renal. Se
distribuye ampliamente en tejidos y liquidos. Atraviesa la membrana plasmatica y es eliminado
por medio de la leche materna, aunque el 90% del cefadroxilo monohidratado es eliminado por
orina en aproximadamente 24 horas por filtracion glomerular y secrecion tubular. Se han
reportado concentraciones urinarias maximas de mas de 1 mg/mL después de una dosis de 500
mg.

EFECTOS ADVERSOS

Los efectos adversos mds comunes que presenta el cefadroxilo son reacciones de
hipersensibilidad como exantema cutaneo, urticaria, anafilaxia. Aunque una dosis excesiva puede
producir necrosis tubular renal aguda, esto sucede principalmente si se utiliza en pacientes
anciano o con disfuncidn renal preexistente, sucede también si se administra simultdneamente
farmacos nefrotoxicos (aminoglucosidos), rara vez se puede presentar nauseas, vomito, como
otros antibidticos de amplio espectro puede presentar colitis pseudomembranosa, esta tltima esta
asociada a las dosis altas por lo tanto s6lo se recomienda administrar estas dosis cuando la
infeccion es grave. Las presentaciones farmacéuticas que existen en el mercado con el principio
activo cefadroxilo monohidratado son:

PRESENTACION DOSIS
Cépsulas: caja con 8 6 16 capsulas. 500 mg
Dosificador de 125 mg/5 mL,
250 mg/5 mL y 500 mg/5 mL
Tabletas: caja con 10 tabletas. lg

Tabla No. 1. Formas Farmacéuticas comerciales de cefadroxilo monohidratado.
5

Suspension: frasco con polvo para 100 mL.




La necesidad de producir mas antibidticos de amplio espectro es por la resistencia que
ciertos microorganismos han desarrollado a los distintos tipos de penicilinas por tanto esto ha
propiciado a realizar nuevas y mejores sintesis de nuevas moléculas mas activas y efectivas para
el tratamiento a las enfermedades infecciosas. Una de tantas opciones es la creacion de las
cefalosporinas las cudles ocupan un papel muy importante similar al que tuvieron hace un tiempo
las penicilina.

Los principales sitios en donde pueden interaccionar los antibidticos son:

e Pared bacteriana.

¢ Membrana bacteriana.

e Sintesis de proteinas.

¢ Sintesis de acidos nucleicos.

El siguiente esquema es una estructura bacteriana que incluye pared, membrana, ribosoma
y acidos nucleicos, en donde se describe un breve resumen de los principales mecanismos de
<y , . . , . 6
accion mas comunes de los antimicrobianos que actian a esos niveles.

e feia factamicos,
peéptidos y

gluc opéptidos,
nitrofuranos /
Sulfas

lonofores, Aminoglucé trimetoprima
Pégtidos tetraciclinas

Ribosoma 305wy Quinolonas —

\ Rfamicinas
Ribosoma 505 ™7 M/\_‘ 1
ARN

mensajero —

Cloranfenicol
Macrolidos

Azicares complejos /
ADN

Membrana bacteriana

Parad hactariana

Figura No. 1. Estructura bacteriana representado los principales mecanismos de accion de
los antimicrobianos que actiian a estos niveles.’



Grupo
representativo en
la molécula

Sustancia activa

Mecanismo de
accion

Espectro

Beta lactamicos:
Penicilinas

-Penicilina G
-Penicilina V

Cloxacilina

Ampicilina

Carbenicilina

Beta lactamicos:
Cefalosporinas

Cefaloridina

Cefadroxilo

Cefalexina

Cefuroxima

Moxalactam

Ceftiofur

Cefoperazona

Cefepima

Inhiben sintesis de
pared

Bacterias G+

Estafilococos
penicilinasa

productores  de

Bacterias G+ y G-\

P. aeruginosa

Bacterias G+ y G-

Bacterias G+y G-

Bacterias G+ y G- , actividad
frente a Estafilococos
productores de penicilinasa

Bacterias G+ y G, con menos
actividad frente a G+ y mas
frente a G-

Bacterias G+, Enterobacterias

Bacterias G+, Enterobacterias

Pseudomonas aeruginosa

Estafilococos y enterobacterias

Beta lactamicos:

-Acido clavu.

Se une a la beta

Gérmenes productores de beta

Inhibidores de la | -Sulbactamlanico. | lactamasa lactamasa
Beta lactamasa -Tazobactam inactivandola
Beta lactamicos: Imipenem- Inhiben sintesi . .
cta lac cos ipene ben sintesis de G+ y G- aerobios y anaerobios
Carbapenems cilastatina pared
-Estreptomicina. |y 40 sintesis
Monobactams -Kanamicina . ., )
. L .. proteica porcion 30 | Bacterias G-
Aminoglucosidos | -Neomicina .
.. S ribosomal
-Gentamicina
e . - Inhibe ARN | Bacterias Gram positivas
Rifamicinas Rifampicina . . .
polimerasa micobacterias
e -Polimixin Desorganizan .
Péptidos o’tmixina B & Pseudomonas aeruginosa
Colistin membrana

Tabla No. 2. Clasificacion quimica de los principales antimicrobianos.’




Grupo

Mecanismo de

representativo en | Sustancia activa . s Espectro
, accion
la molécula
-Vancomicina . .
.. . . Inhibe sintesis de :
Glucopéptidos -Teicoplanina ared Bacterias G+ y G-
-Avoparcina P
) .. .. Inhi tidil | Bacteri + i
Estreptograminas | Virginamicina nhibe peptidi actetias G acrobias 'y
transferasa anaerobias
-Eritromicina
-Oleandomicina Inhibe sintesis
Macrdlidos -Tilosina proteica  porcion | Bacterias G+ y G-
-Espiramicina 50S ribosomal
-Tilmicosina
-Cloranfenicol Inhibe sintesis . ) .
) i cnl ) .,1 Bacterias G+ y G- rickettsias y
Fenicoles -Tianfenicol proteica  porcion chlamvdias
-Florfenicol 50S ribosomal y
-Oxitetracicli Inhi intesi ) ) )
. Oxi .e .rac.lc na n lb.e st efs,ls Bacterias G+ y G-, Rickettsias,
Tetraciclinas -Doxiciclina proteica porcion chlamvdias v alounos protozoos
-Minociclina 30S ribosomal y yalg p
-Sulfanilamida
Sulfonamidas -Sulfa@azma Inte’rf.'leren’ .s1nte51s Bacterias G+, G- y coccidios
-Sulfatiazol de acido folico
-Ftalilsulfatiazol
Trimetoprima Interfieren sintesis
Diaminopirimidina > OPT} de acido | Bacterias G+, G- aerobias
-Baquiloprima . (1
tetrahidrofolico
. -Enroﬂoxacma Inhiben ADN | Bacterias Gram positivas y Gram
Fluoroquinolonas | -Danofloxacina rasa neeativas
-Marbofloxacina g g
, Monensina Alteran flujo de | Coccidiosis, promocion  del
Ionoforos . .. e
Salinomicina membrana crecimiento
) Previenen ) ..
) Nitrofurazona ., Bacterias Gram positivas y Gram
Nitrofuranos troturaz traslacion ARN . positivas y
Furazolidona . negativas
mensajero
o Metronidazol Disrupcion del .
Nitroimidazoles . . Anaerobios
! z Dimetridazol ADN

Tabla No. 2 cont. Clasificacion quimica de los principales antimicrobianos.’

Como se puede ver en la tabla No. 2 existe una gran variedad de antimicrobianos, pues la
creacion tan variada de estos antimicrobianos se deriva por el desarrollo de multiples
enfermedades asi como por la resistencia que crean dichos microorganismos.




Desde hace tiempo ha existido una gran variedad de compuestos quimicos, (naturales
como sintéticos y semisintéticos) capaces de impedir o disminuir el crecimiento de varios tipos
de microorganismos. A ¢éstos que tienen dicha actividad se les da el nombre de antibioticos.

A continuacion se detalla un poco mas sobre el mecanismo de accion y de resistencia de
los antibioticos cefalosporinicos ya que el compuesto analizado en esta tesis pertenece a esta
familia.

Los antibioticos B-lactamicos (penicilinas y cefalosporinas, figura 1). Fueron los primeros
antimicrobianos que se introdujeron para el tratamiento de infecciones comunes. Asimismo, son
los antibidticos de mayor empleo y los mas conocidos.

Actuan inhibiendo las enzimas D-alanil-D-alanincarboxipeptidasas (PBP’s), proteinas que
se unen a la penicilina responsables de la sintesis de la pared celular, provocando filamentacion y
lisis celular.

I = i "
MR R TN O T

‘m

1 T
S—N_ " ™CH o N
COOH COOH

Penicilinas Cetalosponnas

Figura No. 2. Estructura quimica representativa general de antibidticos |3-lactz’1mic0s.3

RESISTENCIA DE LOS ANTIBIOTICOS®
En la naturaleza se existen bacterias que son, por si mismas resistentes a los antibioticos,
y otras que pueden llegar ser resistentes debido a mutaciones en el ADN. Los mecanismos por los
cuales las bacterias son resistentes a estas moléculas son:
a) Inactivacion del antibidtico.
b) Por alteracion del sitio blanco del antibiotico.
¢) Por disminucion del transporte del antibiotico al interior de la célula.

Puede manifestarse un solo mecanismo para conferir resistencia a los diferentes
antibioticos.

En el caso de los antibidticos B-lactdmicos penicilinicos y cefalosporinicos se hacen
resistentes por la hidrélisis del anillo B-lactdmico, o por la alteracion del blanco y por la
permeabilidad (cambios en las proteinas de membrana externa).

La principal causa de resistencia es por la inactivacion de la molécula, donde las enzimas
responsables de dicha resistencia a estos antibioticos son las B-lactamasas (figura 2) las cuales
hidrolizan el enlace amida del anillo penicilanico o cefalosporanico, produciendo derivados
acidos, perdiendo asi las propiedades antibacterianas.
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Figura No. 3. Estructura quimica de la enzima B-lactamas.



CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA EFICIENCIA
(CLAE)

ORIGEN DE LA CROMATOGRAFIA*®

Originalmente la Cromatografia se definia como una técnica fisica de separacion de
compuestos presentes en una mezcla, se le llama asi, gracias al britanico-ruso “Tswett”, quién en
1903 por primera vez extrajo varios pigmentos de plantas, por esta razén que se le da el nombre
de Cromatografia, croma que significa color y grafia escritura, (escritura del color).

Conforme esta técnica fue evolucionando se le han dado diferentes aplicaciones y formas
de uso, en la actualidad existen distintos tipos de cromatografia tanto instrumentales como no
instrumentales, y atin siguiendo su principal fundamento de separar ahora se pueden identificar y
cuantificar los compuestos que se separaron de la mezcla original de manera continua a la
separacion.

DIFERENTES TIPOS DE CROMATOGRAFIA**>*

Existen diversas técnicas cromatograficas en donde el fundamento primordial del proceso
de separacion depende de las propiedades fisicoquimicas de las sustancias a separar (peso
molecular, carga eléctrica, grado de ionizacion, solubilidad, adsortividad, volatilidad, polaridad
etc.). El objetivo primordial de estas técnicas analiticas es alcanzar la selectividad en las
detecciones cualitativas y determinaciones cuantitativas.

A continuacion se mencionan los diferentes tipos de cromatografia mas utilizadas
dependiendo de la fase movil que se utiliza:

Cromatografia de Gases (CG): Consiste en tener una fase mdvil que es un gas (generalmente
nitrogeno, helio o hidrogeno) el cual acarrea a los componentes de la muestra por el sistema
cromatografico, mientras que la fase estacionaria puede ser un liquido o un sélido. Una
caracteristica fundamental de los compuestos que pretenden analizar por CG es que sean
volatiles.

Cromatografia de Liquidos (CL): Consiste en tener una fase mévil que es un liquido (disolvente
solo o mezcla de éstos) mientras que la fase estacionaria puede ser un liquido o un soélido, los
compuestos que se introducen al sistema se repartiran entre las 2 fases y dependiendo de las
diferencias entre las constantes de equilibrio los compuestos se irdn separando en el sistema.

Cromatografia de Fluidos Supercriticos (CFSc’s): Se refiere cuando los liquidos de la fase movil
se calientan por arriba de su temperatura critica y dado a que la densidad aumenta entonces habra
mayor capacidad para disolver las moléculas y asi poder ser analizadas por HLPC y por GC.

El fluido que cominmente se utiliza como fase mévil es el didxido de carbono pues es excelente
disolvente para moléculas no polares.

También se tiene una clasificacion de las técnicas cromatograficas dependiendo del tipo
de fase estacionaria que se utiliza:

Cromatografia Liquido-Liquido (CLL): La fase estacionaria es un liquido que estd adsorbido en
silica o alimina y la fase movil es un liquido, por consiguiente la retencion del analito dependera
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de la solubilidad que tenga en ambas fases. La constante que se maneja es llamada constante de
reparto.

Cromatografia Liquido-Sélido (CLS): Es cuando la fase estacionaria es un solido y la fase movil
es un liquido, este tipo de cromatografia consiste en que la fase moévil y el analito compiten por
los sitios activos de la fase estacionaria. La constante que se maneja es llamada constante de
adsorcion.

Cromatografia de fases quimicamente unidas (CFQU): Consiste en unir quimicamente a la fase
estacionaria a un soporte (alimina, silica, etc.), la fase estacionaria quimicamente unida puede ser
de grupos de naturaleza polar (-NH;, -CN, etc.) o de naturaleza no polar (-CgH;7, -C;gH37, -C¢Hs,
etc.).

Dependiendo del tipo de fase estacionaria que se utilice se puede clasificar en:

Cromatografia de Fase Normal: Cuando la fase estacionaria es de naturaleza polar y la fase movil
es de naturaleza no polar.

Cromatografia de Fase Inversa: Cuando la fase estacionaria es de naturaleza no polar y la fase
movil es de naturaleza polar.

Cromatografia de intercambio idnico (CII): Es cuando la fase estacionaria es una resina
intercambiadora de iones y la fase movil es un liquido con cierta concentracion de iones, ya que
su mecanismo consiste en que los iones de la fase movil y el analito compiten por los sitios
activos de la fase estacionaria. Al aumentar los i6nes de la fase movil el analito se retendra
menos, ya que los iones de la fase movil predominaran en los sitios activos de la fase estacionaria
y viceversa. La constante que se maneja es llamada constante de intercambio i6nico.

Cromatografia de pares de iones (CPI): Consiste en que la fase mdvil contiene compuestos con
una carga distinta a la del analito (conocidos como contraion) para formar una molécula neutra la
cual podrd unirse quimicamente a la fase estacionaria. Esta técnica se utiliza cuando por
cromatografia de intercambio i6nico no hay buena resolucion entre los picos. La constante de
equilibrio que se emplea es una combinacién entre la constante quimicamente unida y la
constante de intercambio i6nico.

Cromatografia por exclusion (CE): También conocida como cromatografia de permeacion o
filtracion, la separacion es totalmente fisica ya que el analito no interacciona con la fase
estacionaria por medio de un equilibrio fisicoquimico. Esta técnica consiste en rellenar la
columna de un gel en donde los poros son de tamafio similar al de las moléculas a separar y asi
podrén penetrar en los poros y ser retenidas, mientras que las moléculas grandes eluyen mas
rapido de la columna ya que no seran retenidas.

Cromatografia de afinidad (CA): Consiste en la unién de un ligando en el soporte de la fase
estacionaria en donde se unirdn covalentemente las moléculas especificas a este ligando, mientras
que las moléculas que no se unieron seran eluidas por la fase movil. Para eluir a las moléculas
que fueron retenidas se modifican las condiciones de la fase modvil para asi alterar las
caracteristicas de los sitios activos.
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En este trabajo se utilizd solo una de las técnicas mencionadas de la cual, se dara una
explicacion mayor de su caracteristicas.

INSTRUMENTACION *>°

Esta técnica cromatografica es muy empleada tanto en la industria farmacéutica como
alimentaria.

La cromatografia de liquidos de alta eficiencia (CLAE) ¢ también conocida como
cromatografia de liquidos de alta presion (CLAP) y cromatografia de liquidos de alta resolucion
(CLAR) en su clasificacion en espainol, en inglés es conocida como “High Performance Liquid
Cromatographic” (HPLC por sus siglas en inglés).

Esta se define como una técnica fisica o fisicoquimica que se emplea para separar,
cuantificar e identificar analitos presentes en una muestra problema.

Basicamente estd conformada por una fase modvil y una estacionaria, en donde la fase
movil fluye a través de todo el relleno de la columna, arrastrando con ella los analitos presentes
en la muestra y que seran retenidos en la fase estacionaria de acuerdo a sus propiedades quimicas.
Gracias a que el flujo de la fase movil se mantiene constante durante el proceso los analitos
pueden ser eluidos de la columna como un componente inico y puro.

La cromatografia de liquidos de alta eficiencia estd constituida por instrumentacion muy
especifica:

SISTEMA DE
FUENTE DE INTRODUCCION SISTEMA DE SISTEMA DE SISTEMA DE
FASE MOVIL DE LA MUESTRA SEPARACION DETECCION REGISTRO
SISTEMA DE

BOMBEO

Figura No. 4. Sistemas que conforman a un Cromatografo de Liquidos de Alta Eficiencia. ’

Fase mévil: Los disolventes empleados como fase movil en esta técnica deben ser de alta pureza,
inertes, presentar baja viscosidad, no toxicos, ser compatibles con el detector, econdomicos. Los
recipientes para la fase mévil comunmente son de vidrio o acero inoxidable.

La fase movil debe ser filtrada con filtros de membrana o con un tamafno de poro de 0.45
pm o menor, esto se hace como una medida de prevencion para evitar que se bloqueen o tapen las
tuberias o los filtros del equipo.

Otra medida de precaucion es desgasificar la fase movil para eliminar el aire (O, y Ny) ya
que se pueden formar burbujas y por consiguiente se puede causar problemas en el sistema de
bombeo, la columna y el detector. La desgasificacion puede realizarse de 3 maneras:

¢ Manual, que se realiza filtrando con equipo Millipore, agitando con una barra magnética o
con ultrasonido.

¢ Burbujeando un gas inerte (He) el cual desplaza al aire presente en la fase movil.

% Por medio de la permeacion del aire a través de una membrana de teflon.

La elucion de la fase movil en el sistema puede ser de forma isocratica la cudl consiste en
que la fase movil mantiene su poder de elucion constante durante el analisis de la muestra, desde
el punto de vista practico la fase movil se mantiene constante; mientras que la elucién con
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gradiente consiste en variar el poder de elucion durante el analisis de la muestra (que va siempre
de menor a mayor), es decir la composicion de la fase movil va cambiando durante el analisis,
este ultimo tipo de elucion solo se puede hacer en equipos que tengan un mezclador incluido.

En el modo de fase inversa al aumentar el porcentaje del disolvente menos polar y
disminuir el disolvente més polar el poder de eluciéon aumenta, mientras que en fase normal para
que aumente el poder de elucioén por gradiente es necesario aumentar el porcentaje del disolvente
mas polar y disminuir el disolvente menos polar.

-

Figura No. 5. Manager Smart Line 5000 que incluye un desgasificador y mezclador de
disolventes el cual modifica la composicion de la fase mévil.

ELUCION ISOCRATICA ELUCION POR GRADIENTE
BIFENILOS POLICLORADOS

0% METANOL/40% AGUA PROGRAMACION DESDE 20% METANOL/80% AGUA
HASTA 73% METANOL I5% AGUA,

o 20 40 &0 80 100 o 10 20 30 40 so
MINUTOS MINUTOS

Figura No. 6. Ejemplificacion de elucion isocratica y elucion por gradiente.4

Sistema de bombeo: Se encarga de mover a la fase movil al sistema cromatografico. Sus
principales caracteristicas es que deben reproducir flujos constantes y no pulsantes, tener la
capacidad de vencer presiones altas (presiones superiores a 6,000 psi), el material del que estan
fabricadas debe ser inerte (de acero inoxidable 6 teflon y para muestras biologicas se recomienda
que sean de titanio) ya que deben ser resistentes a la corrosion por los disolventes que se
emplean.

Existen dos tipos de bombas empleadas en CLAE, las mecanicas y las neumaticas. Las
primeras son las conocidas como bombas de piston reciprocante y las de tornillo.
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Las mas comunes y que mas se utilizan en los equipos son las de piston reciprocante,
como ¢éste es el tipo de bomba que maneja el cromatdgrafo que se utilizo en este trabajo se dara
una explicacion de sus caracteristicas. Su funcionamiento es mediante el movimiento de un
piston a través de un sistema de valvulas que alternadamente se abren y se cierran, esto hace que
se llene y se vacie de fase movil la cabeza de la bomba, de modo alternativo. Las ventajas de este
tipo de bombas es el control del caudal y presion, el suministro constante de la fase movil, facil
cambio de disolvente, compatibilidad con sistemas de gradiente de elucion y el mantenimiento es
simple. Las principales desventajas es que el flujo se obtiene en forma de pulsos y no en forma
continua y uniforme, pero estas pulsaciones son corregidas mediante el movimiento reciprocante
de la bomba y un sistema amortiguador.

Todos los cromatégrafos de liquidos tienen un sistema medidor de presion para evitar
sobrepresiones que podrian dafiar el instrumento. Los mandémetros utilizados son generalmente
de tipo Bourdon para medir la presion a la cudl estd trabajando la bomba, otra ventaja es que
estos manometros ayudan a amortiguar las pulsaciones que se generan durante el analisis.

Figura No. 7. Bomba Smartline 1000 Knauer y cabezales de los pistones de la bomba.

Sistema de inyeccion: Este sistema consiste en recibir la muestra para posteriormente
introducirlo y transportarlo dentro del sistema cromatografico pasando por la columna donde se
llevara a cabo la separacion.

Las valvulas de inyeccion o rotatorias son las mas usuales en los equipos modernos de
HPLC y se basan en el funcionamiento de una valvula de seis pasos (dos de entrada, dos de salida
y dos conectadas entre si mediante un bucle (“loop” en inglés) de un volumen dado). Esta véalvula
se coloca en posicion de llenado o carga, la muestra es introducida mediante una jeringa y
depositada en el bucle o tuberia de un volumen fijo (del orden de pL), y al colocar la valvula en
posicidon de inyeccion, la fase movil pasa a través del bucle que contiene a la muestra y por
consiguiente es arrastrada por la fase movil hacia el sistema de separacion (columna analitica).
Las ventajas que presenta una valvula de inyeccion son: el asegurar el volumen inyectado a través
del bucle, no alterar el flujo de la fase mévil y que puede operar a alta presion.
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Figura No. 8. Vilvula de inyeccion manual y jeringa de 250 pl.

Sistema de separaciéon: Es la parte esencial de la cromatografia de liquidos, ya que aqui es
donde se lleva a cabo el mecanismo de separacion de los compuestos que constituyen a la
muestra y por consiguiente la identificacion y cuantificacion de o los analitos presentes.

Este sistema consiste de un tubo de material inerte (normalmente acero inoxidable), capaz
de resistir presiones altas, diametro uniforme con las paredes internas pulidas, dicho tubo
contiene la fase estacionaria. En la actualidad las dimensiones mas comunes generalmente van de
2 a 8 mm de didmetro interno y de 100 a 250 mm de longitud, tamafios de particula entre 3 y 5
um y tamafios de poro entre 100 y 300 A.

Uno de los tipos de fase estacionaria mas utilizada en la cromatografia de liquidos de alta
eficiencia son las fases estacionarias quimicamente unidas, que tiene las ventajas de la estabilidad
térmica y la resistencia a la hidrdlisis, y como desventajas que la cantidad de muestra es pequeia
(menor a 1 mg). Las fases quimicamente unidas mas empleadas son las que contienen un grupo
octadecil, octil, nitrilo, fenil, amino (utilizadas en fase inversa) y las fases con grupos CN
(utilizadas en fase normal) siendo la cromatografia en modo de fase inversa la de mayor
aplicacion.
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| A
Figura No. 9. Columna de HPLC C;3 de 50 mm de long. x 4.6 mm de d.i., 5 pm de tamafio
de particula y 100 A de porosidad, de marca Luna con guarda columna.

Sistema de deteccion: Una vez que los compuestos han recorrido las partes antes mencionadas,
¢éstos tienen que ser percibidos, y esto se logra mediante un detector. Un detector es un aparato
que se encarga de percibir los componentes presentes en una muestra, por lo que debe de generar
un fendémeno fisico y convertirlo en algo manejable (propiedad eléctrica) teniendo que realizar
esto a través de la fase movil sin que estd se detenga.

En la actualidad existen diferentes tipos de detectores para la técnica de CLAE, en general
éstos cumplen requisitos como ser altamente sensibles, estables en las lecturas, respuesta
universal o selectiva, que dicha sefial generada por el detector sea lineal en un intervalo de
concentracion, etc.

Los detectores empleados en CLAE se pueden clasificar en dos tipos segun la propiedad
analitica que miden, detectores Espectroscopicos y detectores Electroquimicos.

% Detectores Espectroscopicos: Espectrofotometro de UV- Visible, Espectrofotometro de
indice de refraccion, Espectrofotometro de fluorescencia y Espectrometro de masas.
% Detectores Electroquimicos: Conductimétrico, Amperométrico, Voltamperométrico y

Coulombimétrico.
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A continuacién se menciona el detector mas utilizado en CLAE, el de UV-Visible ya que
es el utilizado por el cromatdgrafo manejado en este trabajo:

Se basa en la absorcion de la radiacion electromagnética en la region del ultravioleta
cercano y el visible por parte de los analitos presentes en la muestra. Este tipo de detector se
considera selectivo ya que solo se detectan los compuestos que absorben a la longitud de onda
que opera el detector. Los compuestos organicos que absorben radiacion ultravioleta son aquellos
que presentan dobles ligaduras conjugadas o sistemas aromaticos en su estructura.

Los tipos de detectores de U.V-Vis que se venden en el mercado actualmente son:

¢ De longitud de onda fija: Es el detector mas sencillo, mas econdmico, trabaja s6lo a una

longitud de onda dada por un filtro, que puede ser de 254, 275 y 284 nm.

¢ De longitud de onda variable: Es el detector mas utilizado. Se puede seleccionar la
longitud de onda méaxima de absorcidon del compuesto que se va a analizar ya que este
contiene un sistema monocromatico que permite variar la longitud de onda.
De Arreglo de Diodos: Permite hacer lecturas multiples a diferentes longitudes de onda
al mismo tiempo que el compuesto estd pasando a través de la celda del detector ya que
un haz de radiacion policromadtica atraviesa la celda y es dispersada posteriormente a un
conjunto de diodos que recibe el haz fraccionado y esto permite registrar la totalidad del
espectro UV-Visible.

X/
L %4

Figura No. 10. Detector Knauer Smartline UV 2500 de longitud de onda variable.

Sistema de registro: El sistema de registro tiene como funcidn en recibir la seial generada por
los componentes eluidos de la columna y que son percibidos por el detector, dicha sefial es
representada graficamente ya sea por un integrador o una computadora. La grafica que se obtiene
recibe el nombre de “Cromatograma”. La informacion que proporciona directamente un
cromatograma son el tiempo de retencion (tr), tiempo muerto (ty), area del pico (A), ancho del
pico (Wy), ancho a la mitad de la altura del pico (Wy.1), a partir de esta informacion se pueden
determinar los parametros cromatograficos conocidos como Eficiencia (N o H), Factor de
capacidad (k’), Selectividad (o) y Resolucion (Rs); que sirven para asegurar una adecuada
separacion de los compuestos presentes en las muestras de guia en la cuantificacién e
identificacion de un compuesto.
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Figura No. 11. Sistema de registro (Computadora) y representacion grafica de un
Cromatograma.
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Figura No. 12. Parametros cromatograficos que proporciona un cromatograma.
El andlisis cualitativo en cromatografia se basa en utilizar los tiempos de retencion de los

picos que se obtienen en los cromatogramas y el analisis cuantitativo basado en las areas o alturas
de éstos.
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VALIDACION DE METODOS ANALITICOS™®

El validar un método analitico consiste en realizar y analizar una serie de pruebas al
sistema (técnicas) o metodologias que se emplean durante el proceso de andlisis en las distintas
etapas de produccion y producto terminado. Validacion es evidenciar la documentacion de las
pruebas que se estan realizando y que dichas pruebas cumplan con los pardmetros farmacopéicos
que permitan cuantificar al compuesto de interés de una manera precisa, exacta y especifica. Por
consiguiente es necesario que la industria farmacéutica cuente con metodologias farmacopéicas o
en su defecto con metodologias internas de laboratorio, si fuera el caso que no se tuvieran las
primeras. Para validar cualquiera de ellas se requiere primeramente validar al sistema y
posteriormente a la metodologia, ya que asi se asegura que los resultados que se obtengan al
validar la metodologia son reales y confiables, por consiguiente confiar en los resultados que se
obtienen al analizar alguna materia prima o producto, como es el caso de la pureza,
concentracion, potencia, disponibilidad, etc. De esta manera se puede saber si dichas pruebas
cumplen con los aspectos normativos oficiales.

Lo reportado en el area de Control de Calidad es la aprobacion o retencion del producto
terminado. La validacion de los métodos analiticos proporciona seguridad, confiabilidad al
producto y a la empresa, pues de lo contrario, se puede poner en riesgo tanto la vida del paciente
como la integridad de la empresa.

Algunas de las pruebas minimas necesarias para el proceso de validacion de un método
analitico son:

Condiciones optimas de trabajo.

Linealidad del sistema y del método.

Precision del sistema.

Precision de método (Repetibilidad, Reproducibilidad).
Exactitud de sistema.

Limite de deteccion y cuantificacion.

Recobro.

Estabilidad de la muestra.

Tolerancia del sistema.

Etc.

VVVVVVVVYVYY

Para este trabajo de tesis se realizaron solo aquellas pruebas subrayadas, por lo tanto se da
una descripcion de cada una de estas pruebas a continuacion.

CONDICIONES OPTIMAS DE TRABAJO '"'" "

Para realizar la validacion ya sea del sistema o la metodologia es necesario encontrar
primero en cualquiera de ellas las condiciones Optimas de trabajo, lo cudl implica hacer una
investigacion bibliografica de las caracteristicas generales del analito, diferentes pruebas que nos
permita conocer las mejores condiciones para la preparacion de estandares, la muestra,
estabilidad de la muestra, extracciones, etc.. Partiendo de esta informacion se realizaran los
ajustes de las condiciones de trabajo en los instrumentos, en las extracciones, limpieza, etc.,
permitiendo como finalidad de obtener los mejores resultados tanto en los analisis cualitativos,
cuantitativos, tiempos de analisis cortos, etc..
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LINEALIDAD DEL SISTEMA ™-*

Se define como la proporcionalidad lineal de la sefial obtenida por una técnica
instrumental con respecto a la concentracion del analito, es decir, demostrar que el sistema
origina una respuesta lineal dentro de un intervalo de concentracion del analito, para la industria
farmacéutica el punto central (centroide) de la curva de calibracion debe representar el 100% de
la concentracion del analito que este presente en la muestra por analizar, lo anterior se comprueba
obteniendo el grafico correspondiente.

2000000

1500000

Area

1000000

500000 +

T T T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120
Concentracion (ppm)

En esta grafica de la respuesta analitica obtenida contra la concentracion de los
estandares, se debe observar una tendencia lineal, y al realizar la regresion lineal a los datos se
espera que el coeficiente de correlacion (r o 17) sea mayor a 0.98 (es la que normalmente plantea
la industria farmacéutica).

Si se cumple lo anterior entonces se procede a estudiar si esta tiende o no al origen, lo
anterior se hace realizando una prueba de hipotesis a la ordenada al origen, con el objetivo de
concluir si se aplican las ecuaciones lineales base de las técnicas instrumentales que normalmente
indican una ordenada al origen igual a 0 (A=FrC para el caso de CLAE), o si se usard la ecuacion
de una linea recta y=mx+b y por lo tanto se tomara en cuenta la ordenada al origen en el calculo.

La prueba de hipotesis que se aplica para este estudio es:

(Hipotesis nula) Hy: b=p donde p=0
(Hipotesis alterna)  Hj: b#B

Se aplica la prueba estadistica “t de student”, para esto se realiza el analisis de los datos
para obtener una “t” calculada o experimental:

_b-p nSxx
Se Y Sxx + (nx)*

Icai
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donde:

b = Ordenada al origen.

B = Ordenada al origen poblacional (f=0).

Se = Error tipico de estimacion.

Sxx = Suma de cuadrados de la variable independiente.
n = Numero de determinaciones.

x = Media.

El calculo del error tipico de estimacion se realiza de la siguiente manera:

So = SxxSyy — (Sxy)*
(n —2)nSxx

donde:

2
Sxx = nZXl2 —[ZXZ]
=1 =1
n n 2
Syy = nZle —(ZYZ]
=1 =1

=1 =1

La t, se comparara con la “t” de tablas considerando un nivel de significancia del 95%
(0=0.05) y con n—2 grados de libertad, y tomando en cuenta que es una prueba de dos colas.
Para rechazar la hipotesis nula, se utiliza el siguiente criterio:

tcalc. < 'toc/Z o tcal > tOL/2

En caso de que el sistema sea lineal se puede calcular también el intervalo de confianza
para la ordenada y la pendiente con el mismo nivel de significancia mencionado anteriormente,
utilizando las siguientes ecuaciones:

Ordenada
~\2
IC=b*t, Se\/Sxx—l-(nX)
% nSxx
Pendiente
n
IC=m=x¢t ,Se |—
% Sxx
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PRECISION "*

Es el grado de concordancia entre los valores obtenidos individuales que provienen de una
misma poblacion (disolucion o muestra). Esta prueba aplica tanto para precision de sistema como
para precision de método, para esta ultima segiin el procedimiento de como se realice el estudio
se conoce como repetibilidad y reproducibilidad.

PRECISION DE SISTEMA
Esta prueba da la informacion de que el sistema analitico (o técnica analitica) tiene la
capacidad de detectar siempre al analito con una variacion minima en todas las mediciones. Para
esta prueba el mismo analista es quien debe preparar las soluciones y realizar las mediciones bajo
las mismas condiciones de trabajo. Para este estudio se buscara que el coeficiente de variacion no
sea mayor al 5%, aunque para la industria farmacéutica para una técnica cromatografica no debe
ser mayor al 2%.
La prueba de hipotesis que se aplica para este estudio es:
HoZ S = (502
H;i: S2> 002

Debido a que las muestras son aleatorias y provenientes de una misma poblacion normal,
el parametro estadistico de comparacion que se utiliza es la x°, por lo que se realiza el analisis de
los datos para obtener una > calculada o experimental:

2 (n-1)s*
Z cal . = —2
o

o

donde:

n = Numero de determinaciones.

s? = Varianza estandar muestral.

602 = Varianza estandar méxima aceptada.

La * calculada se comparara con la % de tablas considerando un nivel de significancia
del 95% (0=0.05) y con n—1 grados de libertad.
Para rechazar la hipotesis nula, se utiliza el siguiente criterio:

2 2
Xcal>Xa

2 2
X cal = X 0.05

Hay que dejar claro que la conclusion que llevara la realizacién de esta prueba es que en
caso de aceptarse la hipdtesis nula la técnica instrumental de medicion (en este trabajo el
cromatografo de liquidos) se mantiene estable y los valores que reporta para una misma
poblacidn se encuentran en el intervalo de error establecido para sus mediciones por la instancia
administrativa respectiva.

Posteriormente se puede realizar el calculo del intervalo de confianza para la desviacion
estandar s:
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(n —21)S P (n 2—1)s
& o)

y tomando la raiz cuadrada de cada miembro de la desigualdad obtenemos el intervalo de
confianza para s:

s <

REPETIBILIDAD 78

Es el grado de concordancia entre las mediciones independientes que se efectian cuando
se aplica el método analitico desarrollado a las muestras por el mismo analista y utilizando la
misma instrumentacion. La prueba de hipdtesis asi como el procedimiento estadistico a seguir es
el mismo que se explico para precision del sistema. Pero en este caso se trabajan muestras reales
o sintéticas aplicandoles la metodologia desarrollada, es decir, esta prueba incluye las diferentes
técnicas de preparacion de muestra, instrumentales, etc. La conclusion a diferencia de la de
precision del sistema sera la indicacion en caso de aprobar la hipotesis nula que la metodologia
aplicada o desarrollada cumple o se encuentra abajo del error planteado por las instancias
administradoras que lo hayan establecido, o en caso contrario al rechazarse la hipotesis nula que
esté arriba de ese error planteado.

REPRODUCIBILIDAD

Es el grado de concordancia entre las mediciones independientes realizadas por la
metodologia analitica establecida pero en la que se realizan variaciones con respecto a las
condiciones originales planteadas en la prueba de repetibilidad y que pueden ser: diferentes
analistas, instrumento, etc..

Aunque en este trabajo no se realizo esta prueba se explicara el proceso estadistico que se
aplicaria en caso de haberse realizado, y considerando que la variacion seria el cambio de
analista.

La reproducibilidad del método se determina realizando dos etapas en el estudio
estadistico el primero es realizar una prueba de hipotesis a las varianzas obtenidas por la
metodologia aplicada con la variacidn respectiva y posteriormente una prueba de hipdtesis a las
medias obtenidas con la variacion respectiva.

Para la prueba de hipotesis sobre las varianzas se plantea que:

H()I 812 = 522
Hp:s)® #s)°

Como se trata de determinar si las dos muestras provienen de poblaciones iguales, para la
comparacion de varianzas se utiliza el estadistico F de Fisher o Snedecor, por lo que se realiza el
analisis de los datos para obtener la F experimental o calculada con la siguiente ecuacion:
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donde:
s{ = es la varianza muestral mayor con ny — 1 grados de libertad.

2 . .
S, =es la varianza muestral menor con n,, — 1 grados de libertad.

La F calculada se comparara con la F de tablas considerando un nivel de significancia del
95% (0=0.05) y con grados de libertad ny-1, n,,—1, y tomando en cuenta que es una prueba de
dos colas.

Para rechazar la hipdtesis nula, se utiliza el siguiente criterio:

Fcal.> FOL/Z

Dependiendo del resultado obtenido sobre las varianzas se procede a realizar la prueba de
hipotesis sobre las medias la cual cambiard las ecuaciones que se utilizan para realizar los
calculos experimentales y grados de libertad en la prueba estadistica “t de student” que se aplica,
para ello la prueba de hipdtesis que se establece es:

Ho: i = w2
Hi: i #12

Si en la prueba de las varianzas se demuestre que las varianzas son semejantes, la
ecuacion que se utiliza para procesar los datos y obtener la “t” calculada o experimental es:

;= X _;2 nln2(nl +n, _2)
cal
() o ) (R

y los grados de libertad se calculan como (n; + ny)-2.

En caso de que en la prueba de las varianzas se demuestre que las varianzas no son
semejantes, la ecuacion que se utiliza para procesar los datos y obtener la “t” calculada o
experimental es:

cal —
2 2
Sy SH
+
n, n,
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y los grados de libertad se calculan con la siguiente ecuacion:

2

2 2
S S
n.on

2 2
s s
n n,
+

n —1 n,—1

o=

En cualquiera de los 2 casos, para rechazar la hipdtesis nula, se utiliza el siguiente
criterio:

'tcal. < toc/2 0o tcal. > toc/2

En el caso de que al realizar esta prueba se acepte la hipdtesis nula de las medias y por lo
tanto se acepte que los datos pertenecen a la misma poblacion sabremos que el método es
reproducible a pesar del cambio que se le haya realizado a la metodologia, lo que dice que el
método es confiable a pesar del cambio. En el caso de rechazarse la hipdtesis nula indicara que el
cambio que se haya efectuado a la metodologia si causa variaciones importantes en la obtencion
de los datos y que debera optimizarse éste si se desea que el método sea reproducible.

ESTABILIDAD "®

Esta prueba se efectiia con la finalidad de ver el comportamiento del analito cuando éste
es guardado o almacenado ya sea puro o en disolucidn, interesa conocer si la molécula sufre
alguna variacion en su estructura conforme pasa el tiempo. Esto permite establecer las
condiciones y el tiempo minimo o maximo para almacenar los estdndares y/o muestras.

La prueba de hipotesis asi como el procedimiento estadistico a seguir es el mismo que se
explico para precision del sistema

Para la prueba de estabilidad la prueba de hipotesis asi como el procedimiento estadistico
a seguir es el mismo que se explicd para la prueba de reproducibilidad, nada mas que en este caso
al confirmar que los datos provienen de la misma poblacion la prueba indicara que las muestras
se mantienen estables a las condiciones de almacenamiento establecidas, en caso de no pasar la
prueba se concluira que no se mantienen estables a dichas condiciones de almacenamiento.
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RECOBRO

Este proceso se realiza ya sea fabricando una muestra sintética lo mas parecida a la
muestra que se va a trabajar en la que se le adicionaron cantidades conocidas y precisas del o los
analito(s) a analizar y a la que se le aplicard la metodologia desarrollada, esto se realiza
normalmente en la industria maquiladora (como la farmacéutica) ya que se cuenta con todos los
compuestos que se utilizan para fabricar a la muestra, siendo ésta la que se realizé en este trabajo.

El recobro es el resultado expresado en porcentaje de la comparacién entre la
concentracion del analito problema que se obtiene y la concentracién que debe obtenerse después
de tratar con el método una muestra a la cual se le adiciona una concentraciéon conocida del
analito. El célculo se realiza con la siguiente ecuacion.

[Concentracion ]exp I
R= x 100
[Concentracion ]Z

eorica

En el caso de muestras con matrices complejas en las que no se puede realizar una
muestra sintética se realiza por medio de lo conocido como “adicion a la muestra”, en la cual a
una muestra que ya fue analizada con la metodologia se le adicionan cantidades conocidas y
precisas del o los analito(s) a analizar y que se utiliza en aquellas muestras en que no se puede
fabricar a la muestra como las muestras de tipo bioldgico, ambientales, etc.
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CAPITULO 11

PARTE EXPERIMENTAL
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Antes de proceder a explicar las condiciones de trabajo realizadas para las diferentes
pruebas de validacion se describen los aparatos, instrumentos, reactivos, etc., que se utilizaron
para realizar el mismo.

MATERIAL
» Vasos de precipitados de 10, 20, 50 y 100 mL.
» Matraces aforados de 250 mL Pyrex, con volumen nominal de 250 mL.
» Matraces aforados de 2 mL Blaubrand, con volumen nominal de 2 mL, valor medio
2,0036 mL, tolerancia + 0,0250 mL, certificado ISO 1042, No. de lote 03,03.
» Matraces aforados de 10 mL Blaubrand, con volumen nominal de 10 mL, valor medio
10,0054 mL, tolerancia + 0,0400 mL, certificado ISO 1042, No. de lote 03,04.
» Matraces aforados de 25 mL Blaubrand, con volumen nominal de 25 mL, valor medio
25,0075 mL, tolerancia + 0,0400 mL, certificado ISO 1042, No. de lote 03,03.

> Micropipetas de desplazamiento de aire:
*1-10 UL marca Hamilton Soft-Grip con certificado ISO 9001.
% 10-100 UL marca Hamilton Soft-Grip con certificado ISO 9001.

+* 100-1000 uL Hamilton Soft-Grip con certificado ISO 9001.
» Filtros desechables de nylon. J. T. Baker con porosidad de 0.45 um, 25 mm de
diametro. Lote V50420.
» Jeringa de 10 mL con punta Luer para usar con acrodiscos.
» Embudo de filtracion por gravedad.
» Papel filtro desechable.

APARATOS
» Balanza analitica modelo Sartorius BL-120 S, peso maximo120 g, incertidumbre 0.1
mg.
» Parrilla de calentamiento con agitacion marca Barnstead/thermolyne, Modelo
SP46615.

EQUIPO

» Cromatografo de liquidos de alta eficiencia modular marca “Knauer”, que permite
trabajar en forma isocratica, y que cuenta con:
% Sistema de Bombeo modelo Smartline Pump 1000 V7603 10/2003.
¢ Valvula de inyeccion Wellchrom 6-port/3 channel con un “loop” que permite
inyectar 20 L. de muestra.
% Columna empacada con fase estacionaria quimicamente unida Luna C;g de 50

mm de longitud x 4.6 mm de didmetro interno y tamafo de particula de 5 um con
poros de 100 A.

REACTIVOS
» Acetonitrilo (ACN), grado HPLC.
» Agua ASTM tipo L.
> Acido acético glacial, grado RA.
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MUESTRAS
Para la validacion del sistema:
» Estandar secundario de cefadroxilo monohidratado
¢+ No. de Lote: 3334035
¢+ Proveedor: Fersinsa G.B
¢+ No. de estandarizacion: STD-021-04
+ 9% Base Humeda: 94.57
Para la validacién de la metodologia:
» Tabletas de Cefadroxilo monohidratado (DURACEF), No. de lote: EK50313.
Fabricadas por Mead Jonson de México, S. de R.L de C.V. Para Bristol Myers Squibb
de México, S. de R.L. de C.V.
¢+ Dosis: Cada tableta contiene cefadroxilo monohidratado equivalente a 1 g.
¢+ Contenido: 10 tabletas
¢+ Clave: 7235-19
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VALIDACION DE LA METODOLOGIA

SISTEMA

Primero se explicaran las pruebas de validacion realizadas al sistema que en este
trabajo es el sistema cromatografico de liquidos y que fueron:
» Condiciones Optimas de trabajo.
» Linealidad del sistema.
» Precision del sistema.

Ademas de realizar en esta etapa la prueba de:
» Estabilidad de los estandares

CONDICIONES OPTIMAS DE TRABAJO EN EL SISTEMA (CLAE)

En esta seccion se describe el desarrollo experimental de la validacion del sistema y de
la metodologia. Por lo tanto se inicia con una serie de pruebas para encontrar las condiciones
Optimas para la validacion del sistema, dichas condiciones se emplean en la validacion de la
metodologia y para lograr esto, fue necesario buscar en la bibliografia las propiedades
fisicoquimicas del compuesto por analizar, por consiguiente después de realizar la
investigacion bibliografica y de llevar a cabo diferentes pruebas experimentales en el
laboratorio, se encontraron las mejores condiciones de trabajo en el cromatografo de
liquidos.'* '+ 12

Hay que indicar que en las formulaciones como tabletas y capsulas el cefadroxilo es el
unico principio activo presente, por lo que se buscé tener el tiempo de andlisis mas corto
posible para poder realizar una mayor cantidad de muestras, aqui no es preocupante la
resolucion por no tenerse otros compuestos que eluyan y sean detectados por el instrumento.

Las condiciones Optimas de trabajo en el cromatografo de liquidos a utilizar fueron:

» Fase movil: ACN 5% / Agua 95% (con 0.1% de acido acético).
> Flujo: ImL/min.

> Columna Luna Cis de 50 mm de longitud x 4.6 mm de d.i., con tamafio de particula
Sum y porosidad de 100 A.

» Cantidad de muestra inyectada: 20uL.
» Detector UV-Vis. a una A = 262nm.

Por consiguiente, para realizar la linealidad de sistema, precision de sistema y
estabilidad se utiliz6 el estandar “cefadroxilo monohidratado” indicado.

En el cromatograma I se observa el pico del cefadroxilo, en donde se puede ver el
tiempo de retencion de dicho activo a las condiciones de trabajo descritas arriba.
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Tr= 1.667
Cefadroxilo

Figura 13. Cromatograma de cefadroxilo monohidratado estindar corrido a condiciones
optimas de trabajo en el Cromatdografo de Liquidos Knauer.

Una vez encontradas las condiciones dptimas de trabajo en el cromatdgrafo de liquidos se
procedio a realizar las siguientes pruebas de validacion del sistema.
» Linealidad de sistema.
» Precision de sistema.

LINEALIDAD DEL SISTEMA

Para la prueba de linealidad se partié6 de una disolucion madre de 1 009,2 ppm de
Cefadroxilo, la cual fue preparada pesando 22,4 mg de Cefadroxilo monohidratado y aforando
a un volumen de 20 mL con agua, posteriormente se tomaron alicuotas de 50, 70, 90, 120 y
150 uL aforando cada disolucién a 10 mL con agua para obtener disoluciones estandar de
5,05,7,06,9,08, 12,11, 15,1 ppm. Estas disoluciones estandar se prepararon por duplicado
y se inyectaron por triplicado al cromatografo.

PRECISION DEL SISTEMA

Se prepard una disolucion madre de 832,6 ppm de cefadroxilo, pesando 23,1 mg del
estandar de cefadroxilo monohidratado y aforando a un volumen de 25 mL con agua. A partir
de esta solucion madre se prepararon 9 disoluciones estdndar a una concentracion de 8,33
ppm, dicha concentracidon se obtuvo tomando una alicuota de 50 uL y aforando a un volumen
de 5 mL con agua. Posteriormente cada disolucién se inyectd en el cromatografo por
triplicado a las condiciones establecidas de trabajo.

Una vez realizado el analisis de resultados de las pruebas anteriores y que se aceptaban
sus resultados se procedi6 a realizar la prueba de:

» Estabilidad de los estandares.
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ESTABILIDAD DE LOS ESTANDARES

Para esta prueba se utilizan las mismas disoluciones empleadas en la prueba de
precision de sistema, las disoluciones fueron almacenadas bajo refrigeracion (4°C), en viales
color ambar selladas con cinta teflon y parafilm, estas disoluciones fueron analizadas
nuevamente a los 14 dias después de su preparacion, manejandose como dia 1 los datos
obtenidos en la prueba de precision del sistema.
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METODO

Realizadas las pruebas anteriores al sistema y a la estabilidad de los estandares se paso
a realizar las pruebas de validacion de método elegidas y que fueron:
» Condiciones Optimas de preparacion de la muestra.
» Precision del método (Repetibilidad).
» Recobro.

CONDICIONES OPTIMAS DE TRABAJO EN LA PREPARACION DE LA MUESTRA

Se realizaron pruebas de solubilidad, agitacion y filtracioén con las tabletas para buscar
condiciones Optimas de trabajo para realizar la extraccion del principio activo en las tabletas,
las pruebas anteriores llevaron a plantear en este trabajo la siguiente metodologia de analisis
para las tabletas.

METODOLOGIA PROPUESTA

1. Obtener el peso promedio de las tabletas comerciales.

2. Moler y mezclar 10 tabletas del lote en un mortero.
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3. Pesar el equivalente a una tableta de cefadroxilo (1 000 mg).

4. Someter a agitacion a la muestra en un matraz erlenmeyer de 250 mL, colocando el
equivalente aproximado a una tableta de cefadroxilo, agregar 100 mL de agua y someter a
agitacion durante 40 minutos para extraer el principio activo.

5. Filtrar la solucion con un embudo de gravedad y papel filtro desechable, recuperar el
filtrado en un matraz erlenmeyer de 250 mL.
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6. Verter el filtrado a un matraz aforado de 250 mL y aforar a dicho volumen con agua.

7. Filtrar en membranas de nylon con porosidad de 0.45 pm y 25 mm de didmetro, tomando
para esto un volumen de aproximadamente 2 mL, y colocando el filtrado en viales
transparentes de 5 mL.

8. De la solucion filtrada tomar una alicuota de 5 pul y se deposita en un matraz aforado de
2 mL, aforando con agua. Con esto se trata de obtener una concentracion de
aproximadamente 10 ppm.
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9. Inyectar por triplicado cada disolucion en el cromatografo de liquidos a las condiciones
de trabajo establecidas.
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Obtener el peso
promedio de las tabletas
comerciales.

Moler y mezclar las
tabletas en un mortero de
porcelana

Pesar el equivalente a una
tableta comercial (1g).

Verter a un matraz
erlenmeyer de 250m L.

Agregar 100 mLde agua

Someter a agitacion
durante 40 minutos.

Filtrar y recuperar el
filtrado en un matraz
erlenmeyer

A continuacion se resume la metodologia en un diagrama de flujo:
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Verter a un matraz
volumétrico de 250mL y
aforar con agua.

Tomar aproximadamente
una alicuota de 2 mL.

Filtrar en membranas
nylon de 0.45 um y
recuperar el filtrado

Tomar una alicuota de

SpL

Verter y aforar en un
matraz volumetrico de 2
mL. Concentracion final

10ppm

Inyectar por triplicado
cada una de las
soluciones a las
condiciones de trabajo.




REPETIBILIDAD

Para esta parte de la validacion la metodologia explicada en el punto anterior se realizo
en dos etapas, la primera fue realizando este estudio con una muestra sintética preparada en el
laboratorio y la segunda fue realizandola con muestras comerciales.

Lo anterior permite visualizar la importancia que tiene el excipiente en la muestra
comercial ya que debido a que no se cuenta con la informacion por parte de la empresa de que
tipo de excipiente utilizan en su formulacion se trabajo con una de las opciones de excipiente
que es muy comun en formulaciones de este tipo de antibioticos.

MUESTRA _SINTETICA CON_HIDROXIPROPIL METIL CELULOSA COMO
EXCIPIENTE

Se realiz6 una muestra sintética de tabletas fabricado en el laboratorio para ello se
peso el equivalente en peso de principio activo y el equivalente en peso de excipiente para 10
tabletas de cefadroxilo monohidratado que es la formulacion de uso comun.

PESO DE PRINCIPIO ACTIVO PESO DE PESO TOTAL DE LA
) EXCIPIENTE (g) MUESTRA (g)
12,657
10,134 (tomando el peso promedio
Esto equivale a 9,13 g de 2,523 de 1 tableta como 1,247 g)
Cefradroxilo Esto equivale a 10.14
tabletas

CONCENTRACION DE CEFRADROXILO
(g/tabletas)

0,900

De esta muestra sintética se tomaron 7 muestreos representativos a las que se les
aplico la metodologia descrita en la preparacion de la muestra a excepcion del punto 1. Los
pesos tomados y equivalentes a una tableta fueron:

NO. DE PESO DE LA MUESTRA EN POLVO EQUIVALENTE A TABLETA
MUESTREO (@ (©
1 1,2486 1,000
2 1,2470 0,999
3 1,2486 1,000
4 1,2472 0,999
5 1,2478 0,999
6 1,2416 0,995
7 1,2394 0,993
Tabla No. 4. Pesos reportados para la prueba de repetibilidad usando muestra
sintética.
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TABLETAS COMERCIALES DE CEFADROXILO MONOHIDRATADO

Para realizar la precision de método se tomaron 7 muestreos de la homogeneizacion de
las tabletas comerciales DURACEF con No. de lote EK50313, y se le aplico a cada muestreo
la metodologia descrita.

No. DE TABLETA PESO DE LA TABLETA (g) |
1 1,2718
2 1,2525
3 1,2663
4 1,2655
5 1,2169
6 1,2543
7 1,2551
8 1,2289
9 1,2082
10 1,2596
Peso Promedio: 1,2479

Tabla No. 5. Pesos de las tabletas comerciales de cefadroxilo monohidratado para
determinar peso promedio.

No. DE PESO DE LA MUESTRA EN POLVO | EQUIVALENTE A TABLETA
MUESTREO o) )

1 1,2487 1,000

2 1,2495 1,000

3 1,2482 1,000

4 1,2485 1,000

5 1,2477 1,000

6 1,2483 1,000

7 1,2477 0,998

Tabla No. 6. Pesos reportados para la preparacion de muestra en repetibilidad usando
tabletas comerciales.

RECOBRO

Este proceso se realizd fabricando una muestra sintética lo mas parecida a la muestra 'y
que se analiza con la metodologia planteada en este trabajo, para esta parte se trabajo con la
misma muestra sintética que se utilizo en la parte de repetibilidad con muestra sintética. Los
datos y explicacion de la preparacion de la muestra se encuentran en la parte de repetibilidad
en este capitulo de metodologia.
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CAPITULO III

RESULTADOS
Y
ANALISIS
DE

RESULTADOS
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En el anexo 1 de la presente tesis estan las hojas excel con los datos y resultados de
manera completa obtenidos en este trabajo. Dichos resultados permiten analizar y concluir
sobre cada una de las pruebas realizadas. A continuacion se presentan tanto los resultados
como el andlisis de éstos ya que con ello se entenderan mejor los resultados obtenidos en este
trabajo.

SISTEMA

CONDICIONES OPTIMAS DE TRABAJO EN EL SISTEMA (CLAE)
Como ya se explico en la parte experimental las condiciones 6ptimas de trabajo en el
cromatografo de liquidos utilizadas fueron:

» Fase movil: ACN 5% / Agua 95% (con 0.1% de acido acético).
> Flujo: ImL/min.

> Columna Luna Cis de 50 mm de longitud x 4,6 mm de d.i., con tamafio de particula
5um y porosidad de 100 A.

» Cantidad de muestra inyectada: 20uL.
» Detector UV-Vis. a una A = 262nm.

LINEALIDAD DE SISTEMA

Al graficar la concentracion del analito contra las areas obtenidas para cada una de las
concentraciones trabajadas se puede observar que dicha grafica tiene una tendencia lineal por
consiguiente se puede decir que es proporcional la relacion entre las areas y la concentracion.
A continuacion se presenta la grafica de los resultados obtenidos en la prueba de linealidad de
sistema, junto con sus datos en la tabla No. 9.

10
Curva patrén de cefadroxilo I
8 -
6 -
©
Q
< 4
Y=A+B*X
5 A=0.114
B=0.5925ppm"’
R=0.9996
o+—FF—7T T T T T

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Concentracion (ppm)

Grdfica No. 1. Curva patron de Cefadroxilo monohidratado en agua destilada en un
intervalo de 5 a 15 ppm aproximadamente.
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COIIEIG)III)::':)ICién Area ‘ Area ‘ Area ‘ Area ‘ Area ‘ Area
0,000 0,000 | 0,000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0,000
5,046 3,107 | 3,005 | 3,122 | 3,033 | 3,162 | 3,147
7,060 | 4268 | 4244 | 4315 | 4319 | 4318 | 4356
9,080 | 5657 | 5653 | 5701 | 5514 | 5548 | 5448
12110 | 7,068 | 7,036 | 7,069 | 7,068 | 7223 | 7,151
15140 | 9,114 | 9218 | 9,174 | 9,022 | 9222 | 9,046

Tabla No. 9. Datos de las disoluciones estandar para la regresion Lineal.

Se obtienen los siguientes datos de la regresion lineal:

| Pendiente (m) 10,5925 ppm’
| Ordenada al origen (b) 1 0,114
| Coeficiente de correlacion (r) | 0,9996

Al realizar la regresion lineal se comprueba que la curva patrdn tiene también una
tendencia lineal ya que presenta un coeficiente de correlacion mayor al 0,98 como lo plantea
la industria farmacéutica.

También podemos observar que parece tener tendencia al origen, pero para ello se
realiz6 la prueba de hipdtesis a la ordenada al origen para saber si esto se cumple o no y por lo
tanto conocer la ecuacion que se va a utilizar para cuantificar.

La prueba de hipdtesis planteada es:

Ho: b=, donde =0
H1I b ?f B

El pardmetro estadistico de comparacion que se emplea para esta prueba es la “t de
student” tomando un nivel de significancia del 95% (a = 0.05) y n-2 grados de libertad (29

g.l).
Se obtiene la tgy :

A b-p nSxx
“ - Se | Sxx+ (nx)?

donde:

b = Ordenada al origen.

B = Ordenada al origen poblacional ( = 0).

Se = Error tipico de estimacion.

Sxx = Suma de cuadrados de la variable independiente.
n = Numero de determinaciones.

x = Media.
Los datos obtenidos son los siguientes:
X =9,375
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2
Sxx = nZ:Xl2 —[ZXZJ = 14796,370
1=1 =1

2
Syy=n) Yi* - [Z Yzj = 5204,226

=1 =1

Sxy = nzn: XYt —(Zn: ij(zn: Yz} =8767,106
=1 =1 1=1

_ 2
See = SxxSyy —(Sxy)
(n—2)nSxx

=0,103

Por lo que la t.,, = 2,376
Se busca la t en tablas obteniéndose que para una ty»(0,025,29¢.1) = 2,045

El criterio para rechazar la Hy es que:
teal <-ta2 0 tear>ton

Como te> tyn (2.376 > 2.045) se rechaza a la hipotesis nula y por consiguiente se
concluye que la ordenada al origen es diferente de cero (b # 3), por lo tanto la ecuacion que se
va a aplicar para realizar el analisis cuantitativo del cefadroxilo en el sistema cromatografico
es la ecuacion de una linea recta (y = mx + b), por lo que se tiene:

y(Area) = 0,5897*x(conc.) + 0,145

Se realiz6 el calculo para la determinacion del intervalo de confianza al 95 % de nivel de
significancia para la ordenada al origen y para la pendiente:

Para la ordenada:

Sxx + (n)_()2

IC=btt,,Se
2 nSxx
2
1C=0,114+2,045(0.103), | 14796:370+(290.616)
458687,480

IC=0,114 + 0,0980
0,016<0,114 <0,212

Para la pendiente:

/ n
IC=m=xt Sei—
% Sxx
[C=0,5925 +(2,045)(0.103),|—
14796,370

IC =0,5925 £+ 0,0960
0,583 < 10,5925 < 0,602
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PRECISION DEL SISTEMA

Se realiz6 el andlisis estadistico para la precision del sistema con la finalidad de
conocer el grado de concordancia de los resultados obtenidos de las diferentes soluciones
estandar de concentracion de 8,33 ppm.

Conzle;irz;cién ‘ Area ‘ Conzggci(m Area
m - m -
\ 8,33 | 520336 | 8,33 | 5,08700
\ 8,33 | 516116 | 8,33 | 5,06001
\ 8,33 | 5,14435 | 8,33 | 5,17662
| 8,33 | 520744 | 8,33 | 5,04731
| 8,33 | 523536 | 8,33 | 5,12762
\ 8,33 | 5,17592 | 8,33 | 5,16609
\ 8,33 | 536161 | 8,33 | 5,11405
\ 8,33 | 5,11944 | 8,33 | 5,19120
\ 8,33 | 5,11257 | 8,33 | 5,06956
\ 8,33 | 521800 | 8,33 | 4,98618
\ 8,33 | 5,15137 | 8,33 | 5,17321
\ 8,33 | 527463 | 8,33 | 524825
\ 8,33 | 5,03088 | 8,33 | 5,28200
\ 8,33 | 5,00622 | |

\ n | 27

| media | 5,153

| Sexp. | 0,089

| S exp. | 0,008

| %CV exp. | 1,720

| %C Viesrico | 5

‘ G'teorica | 0,258

‘ Gzte()rica | 0,066

Tabla No. 10. Resultados obtenidos de la disolucion para precision de sistema.

Se plante¢ la siguiente prueba de hipotesis:
Hy: s> =6, (donde 6,” se obtiene de despejar del C.V. al 5 %)
Hi: §>> 002

o = (x)(C.V.s%)
’ 100
donde:
x = Media poblacional.
n = Numero de determinaciones.
o,= Desviacion estandar méxima aceptada.
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Se aplica el parametro estadistico de x* con n-1 grados de libertad. Para ello se obtiene la:

L (n—l)s2
cal. — 2
o

donde:
n = Numero de determinaciones = 27
s* = Varianza experimental = 0,008
6,°= Varianza contra la que se va a comparar = 0,066
> (27-1)(0,008)
0,066
K eal= 3,075

De tablas obtenemos que para xza, = X20A05,26:38,885

El criterio de rechazo para la Hy es:
2 2
X cal > X o, n-1

Al realizar los célculos se observa que chal < thablas (3,075 < 38,885), por lo que se
acepta la hipodtesis nula, lo cudl indica el sistema tiene una precision mayor al 95 % y se

cumple lo planteado de no tener una precision con error mayor al 5 %.

Si se realiza considerando el valor planteado por la industria farmacéutica que es con

un C.V. <2 %, también se cumple como se puede observar en el anexo 1.

Posteriormente se realizo el célculo para la determinacion del intervalo de confianza al

95 % de nivel de significancia para la desviacion estandar:
2 2
n—1Js n—1)s
0= _ o (0-1)
Za/z Z(l—a/z)

Al realizar un arreglo algebraico se obtiene la siguiente formula para el intervalo de
confianza para la desviacion estandar:

(n —I)S2
Zozz/z

(27-D(0,008) _  _ [27-1)(0,008)
41,923 13,844

0,07 <0,089< 0,122

Xz(l-a/Z) = X20.975,26= 13,844

Xza/Z = X20.025,26= 41,923
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ESTABILIDAD DE LOS ESTANDARES
Los resultados obtenidos en la prueba de estabilidad de los estandares fueron los
siguientes:

Concentracion Areas ' Areas
(ppm) dia 1 dia 14
| 8,33 \ 5,20336 | 4,80737
| 8,33 \ 5,16116 | 4,81771
| 8,33 \ 5,14435 | 4,83564
| 8,33 \ 5,20744 | 5,17441
| 8,33 \ 5,23536 | 5,19610
| 8,33 \ 5,17592 | 4,95706
| 8,33 \ 536161 | 5,37203
| 8,33 \ 5,11944 | 5,37366
| 8,33 \ 5,11257 | 5,33905
| 8,33 | 5,21800 | 522236
| 8,33 \ 5,15137 | 537135
| 8,33 \ 5,27463 | 5,12007
| 8,33 | 5,03088 | 5,32442
| 8,33 \ 5,00622 | 5,20979
| 8,33 \ 5,08700 | 5,20563
| 8,33 \ 5,06001 | 5,02030
| 8,33 \ 5,17662 | 4,95048
| 8,33 \ 5,04731 | 5,17563
| 8,33 \ 5,12762 | 5,10023
| 8,33 \ 5,16609 | 5,08548
| 8,33 \ 5,11405 | 5,15760
| 8,33 \ 5,19120 | 5,25750
| 8,33 | 5,06956 | 5,22065
| 8,33 \ 4,98618 | 5,19047
| 8,33 \ 5,17321 | 5,09764
| 8,33 \ 5,24825 | 5,15137
| 8,33 \ 5,28200 | 5,17359

Tabla No. 11. Resultados obtenidos para la prueba de estabilidad de estandares
monitoreados a los dias 1y 14.

Se procedid a realizar la prueba de hipotesis sobre las varianzas para los datos de los
dias 1 y 14:
Hy=s,2=s,?
Hi=s2#s,
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Para este estudio el pardmetro estadistico de comparacion que se emplea es la “F de
Snedecor” con n y; -1 y n -1 grados de libertad. Por lo que se obtiene el valor de la:

2 2
Fo=Su _5
cal — 2 T 2
m S2

donde:
s> = Varianza muestral mayor con ny.; grados de libertad = 27-1=26
522 = Varianza muestral menor con ny,.; grados de libertad =27-1=26

Feal = 0,025 = 3,324
0,008

b

Considerando una region bilateral, con a=0.05 y 26 grados de libertad para ny-1,
n -1, se obtiene de tablas el pardmetro estadistico Fon = 2,194.
El criterio de rechazo para la hipotesis nula es:

Fea > Fop con gl (ny— 1, ny -1)

Por lo tanto se obtiene que F. > Fon (3,324 > 2,194) por lo que se rechaza la hipotesis
nula, lo que indica que las varianzas no fueron iguales el dia 1 y el 14, por consiguiente la
prueba de hipdtesis sobre las medias se debe realizar como la comparacion entre dos medias
con varianzas diferentes.

La prueba de hipotesis sobre las medias fue:
Ho: x1 =%

H1: X1 ;ﬁXz

Se determina el valor experimental de la t., aplicando la siguiente formula:

P TS
cal — 5 5
S SH
7+7
n, n,

. __5153 - 5145
ol \/0,026 +0,008
27 27

=0,234

La ty, se busca en las tablas correspondientes, calculando los grados de libertad con la
siguiente formula:
[sz szjz
St S
n.n,

AlCA)

n, —1 n,—1

o=
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+

- 27 27 = 40345
(0,026/27) . (0.008/27)

26 26

[0,026 O,OOSJZ

Considerando 40 g.1. se obtiene que tq/2(0.025, 40) €s igual a 2,021.
El criterio de rechazo para la hipotesis nula es:

tcal.<'ta/2 0 tcal>ta/2

Por lo que se se obtiene que te, < tgn (0,234 <2,021), por lo tanto se acepta la hipotesis
nula, lo cudl indica que las medias pertenecen a la misma poblacién y por consiguiente los
estandares se mantuvieron estables a las condiciones de almacenamiento establecidas por lo
menos 14 dias.
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METODO

PRECISION DE METODO (REPETIBILIDAD)

MUESTRA _SINTETICA CON_HIDROXIPROPIL METIL CELULOSA COMO

EXCIPIENTE
| No.muestra | Areas | g/tableta
| 6,24519 | 1,034
1 | 6,15138 | 1,019
| 6,22216 | 1,031
| 6,14706 | 1,019
2 | 6,80273 | 1,130
| 6,02563 | 0,998
| 6,37035 | 1,056
3 | 6,49942 | 1,078
| 6,26215 | 1,037
| 6,46105 | 1,072
4 | 5,88849 | 0,975
| 6,14168 | 1,018
| 5,63223 | 0,931
5 | 5,86116 | 0,970
| 5,43456 | 0,898
| 5,87545 | 0,977
6 | 5,64864 | 0,938
| 5,76894 | 0,958
| 5,9120 | 0,985
7 | 5,94138 | 0,990
| 5,97281 \ 0,995
| n | 21
| media | 1,005
| S exp. | 0,054
| S exp. | 0,003
| % CVexp. | 5,373
‘ 0/0 CVteérica | 5
‘ G'teorica | 0,050
‘ G teérica | 0,003

Tabla No. 12. Resultados obtenidos para la prueba de repetibilidad empleando muestra
sintética.
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Se planted la siguiente prueba de hipotesis:
Ho: s*> = o, (donde o, se obtiene de despejar del C.V. al 5 %)
H;i: §>> 002

_ (x)(C.Visw)
? 100
donde:
x = Media poblacional.
n = Numero de determinaciones.

o,=Desviacion estandar méxima aceptada.
Se aplica el parametro estadistico de y* con n-1 grados de libertad. Para ello se obtiene

, (n—l)s2
=

cal.
o)

o

la:

donde:

n = Numero de determinaciones = 21

s> = Varianza experimental = 0,003

o,°= Varianza contra la que se va a comparar = 0,003

21-1
;ﬂuz:( )0,003 )=23,093
0,003

De tablas obtenemos que para Xza’ = XZOAOS,%:S 1,41
El criterio de rechazo para la Hy es:

2 2
X cal > X o, n-1

Al realizar los calculos se observa que chal < thablas (23,093 < 31,41), por lo que se
acepta la hipotesis nula, lo cudl indica el método tiene una repetibilidad mayor al 95 % y se
cumple lo planteado de no tener una repetibilidad con error mayor al 5 %.

Posteriormente se realizo el calculo para la determinacion del intervalo de confianza al
95 % de nivel de significancia para la desviacion estandar:

(n—1)s’ By (n-1)s*
Zé/z Z(zl—a/z)

Al realizar un arreglo algebraico se obtiene la siguiente formula para el intervalo de
confianza para la desviacion estandar:
2
(n—=1)s

2
X2

34,17 s 9,59

0,041 <0,054 <0,078

s <

2 2
X (1-02) = A 0975,26= 9,59

Xza/z = X20.025,26= 34,17
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TABLETAS COMERCIALES DE CEFADROXILO MONOHIDRATADO

Resultados para la prueba de Precision de método.

| No.muestra | Areas | g/tableta
| 5,795 \ 0,958
1 | 5,806 \ 0,960
| 6,042 \ 1,000
| 5,881 | 0,973
2 | 5,939 | 0,982
| 5,931 | 0,981
| 5,888 | 0,974
3 | 5,814 | 0,961
| 5,713 | 0,944
| 5,524 | 0,912
4 | 5,596 \ 0,924
| 5,613 \ 0,927
| 5,501 \ 0,909
5 | 5,697 \ 0,943
| 5,699 \ 0,943
| 5,531 | 0,913
6 | 5,536 | 0,914
| 5,579 | 0,921
| 5,980 | 0,990
7 | 5,715 | 0,946
| 5,920 | 0,980
| n | 21
| media | 0,950
| S exp. 0,029
| S exp. 0,001
| % CVexp. | 3,007
| % CVesrica | 5
| Gicorica | 0,048
| 6 teorica | 0,002

Tabla No. 13. Resultados obtenidos para la prueba de repetibilidad con muestra real de
tabletas de 1 g.
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El manejo estadistico es el mismo que se maneja para el caso de la muestra sintética
por lo que solo pondremos la parte de resultados.

21-1 1
chal = w =7,233
0,002

De tablas obtenemos que para Xza’ = XZOAOS,%:S 1,41
El criterio de rechazo para la Hy es:

2 2
X cal > X o, n-1

Al realizar los calculos se observa que chal < xztablas (7,233 < 31,41), por lo que se
acepta la hipodtesis nula, lo cudl indica el método tiene una repetibilidad mayor al 95 % y se
cumple lo planteado de no tener una repetibilidad con error mayor al 5 %.

Posteriormente se realizo el calculo para la determinacion del intervalo de confianza al
95 % de nivel de significancia para la desviacion estandar:

(n—1)s’ e (n—-1)s*
Zé/z Z(zl—a/z)

Al realizar un arreglo algebraico se obtiene la siguiente formula para el intervalo de
confianza para la desviacion estandar:
2
(n—=1)s

2
X2

34,17 9,59

0,022 < 0,029 < 0,041

s <

2 2
X (1-02) = L 0975,26= 9,59

Xza/z = X20.025,26= 34,17
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RECOBRO

| No.muestra | g/tableta | % Recobro
| 1,034 | 114,940
1 | 1,019 | 113,172
| 1,031 | 114,506
| 1,019 | 113,204
2 | 1,130 | 125,570
| 0,998 | 110,914
| 1,056 | 117,298
3 | 1,078 | 119,730
| 1,037 | 115,259
| 1,072 | 119,126
4 | 0,975 | 108,327
| 1,018 \ 113,102
| 0,931 | 103,494
5 | 0,970 | 107,812
| 0,898 | 99,766
| 0,977 | 108,516
6 | 0,938 | 104,221
| 0,958 | 106,499
| 0,985 | 109,428
7 | 0,990 | 109,985
| 0,995 | 110,581
| n | 21
| media | 111,688
| S exp | 6,001
| % CVexp | 5373

Tabla No. 14. Resultados obtenidos para el calculo de recobro empleando muestra
sintética.

Como se puede observar con estos resultados se esta obteniendo un recobro arriba del
100% lo que nos indica que el método tiene una tendencia hacia dar un resultado mayor que
el real que se tiene en la muestra.

Considerando que el valor del recobro fuera real, entonces los resultados obtenidos
para la muestra sintética y las tabletas seria el siguiente tomando en cuenta el intervalo de
confianza:

S
IC = ifa/z—

\n
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Muestra sintética:
Laronar = Looosno = 2,086
0,054

21

0,899 + 0,024 g/tableta

0,899+2,086

con un nivel de confianza del 95%
0,875<0,899<0,923

Muestra comercial:
0,029

21

0,852 + 0,013 g/tableta

0,852+2,086

con un nivel de confianza del 95%

0,839<0,852<0,865
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES
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De acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo y tomando en cuenta los objetivos
planteados se tienen las siguientes conclusiones:

Las condiciones de trabajo que se establecieron para el sistema son Optimas para realizar
el analisis cuantitativo de cefadroxilo.

Para el analisis de cefadroxilo se determin6 que su longitud de onda de maxima absorcion
en el detector del cromatdgrafo de liquidos es de 262 nm lo que concuerda con lo
establecido en la bibliografia.

El sistema es lineal en un intervalo de concentraciones de 5 a 15 ppm, obteniéndose un
coeficiente de correlacion igual a 0,9996 , ordenada igual a 0,145 y pendiente de 0,5897
ppm™". Siendo el coeficiente de correlacién mayor a 0,98 que es el minimo requerido para
linealidad de sistema por la Industria Farmacéutica.

Después de la realizacion del estudio estadistico para la ordenada al origen se obtiene que
no tiende al origen, por lo que la ecuacion utilizada para la cuantificacion del cefadroxilo
fue la ecuacion de la recta y = mx + b.

Para el caso de la prueba de precision del sistema se tuvo que el coeficiente de variacion
experimental obtenido era de 1,72%, siendo menor al 5% planteado por el laboratorio
donde se realizo este trabajo y también menor del 2% que es lo requerido por la Industria
Farmacéutica para técnicas cromatogaficas.

En cuanto a la evaluacion de la estabilidad de estandares se tiene que las soluciones
estandar de cefadroxilo fueron estables por un periodo de 14 dias a las condiciones de
almacenaje establecidas. Esto se puede extrapolar a las disoluciones de las muestras.

Se desarroll6 una metodologia de preparacion con la cual se puede extraer de manera
adecuada al cefadroxilo de las tabletas con agua y de manera rapida.

El método propuesto para el tratamiento de las muestras analizadas (tanto las tabletas
comerciales como los placebos analiticos 0 muestras sintéticas) es repetible, por lo que se
puede decir que el método desarrollado es repetible por lo menos un 95%. Hay que
indicar que la metodologia puede hacerse mas repetible conforme se obtiene una mayor
practica con la metodologia por parte del analista que es lo normal que se plantea en
sistemas de calidad.

Con respecto a la prueba de recobro se obtuvieron siempre valores mayores al 100% (un

promedio de 111,69%). El conocimiento de los recobros lleva a que se considere en los
calculos finales de cefadroxilo en las muestras.
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= El obtener un recobro arriba del 100% indica que el método tiene una tendencia hacia dar
un resultado mayor que el real que se tiene en la muestra. Esto no se puede extrapolar de
manera tan directa con las tabletas comerciales que se utilizaron en este trabajo, debido a
que el excipiente que se utilizd en esta prueba no se puede asegurar que sea el que utiliza
el fabricante de las tabletas. En el caso de que asi fuera podemos concluir lo indicado en
la parte inicial de este parrafo y por lo tanto aplicarlo a las tabletas comerciales.

* También hay que considerar que la variacion del recobro mencionado en el parrafo
anterior indicaria que se necesita optimizar los siguientes parametros:
% Utilizar el o los excipientes utilizados por el laboratorio fabricante de las tabletas.
¢ Conocimiento del tamafio de particula de los excipientes para poder utilizar el papel
filtro adecuado para retener con mayor eficiencia al excipiente.

De manera general se puede concluir que:
El equipo utilizado (Cromatdégrafo de Liquidos de Alta Eficiencia Knauer) es adecuado
para realizar la cuantificacion de cefadroxilo y que aplicando la metodologia desarrollada

tanto en muestras comerciales como para muestras sintéticas, se puede analizar el cefadroxilo
en tabletas con una precision y repetibilidad mayor al 95%.
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ANEXO
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LINEALIDAD DEL SISTEMA



No. Muestra Conc. (X) Areas (Y) X2 Y2 X*Y n 31
0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 n-2 29

5,046 3,107 25,462 9,656 15,680 ny X’ 99254,030
5,046 3,105 25,462 9,644 15,670 OX)* 84457,659

| 5,046 3,122 25,462 9,744 15,752 Sxx 14796,370
5,046 3,033 25,462 9,202 15,307 n)Y’ 36084,950
5,046 3,162 25,462 10,000 15,957 YY) 30880,724
5,046 3,147 25,462 9,906 15,881 Syy 5204,226
7,060 4,268 49,844 18,214 30,131 >XY 1930,219
7,060 4,244 49,844 18,012 29,963 >X 290,616

) 7,060 4,315 49,844 18,615 30,461 >Y 175,729
7,060 4,319 49,844 18,651 30,490 Sxy 8767,106
7,060 4,318 49,844 18,646 30,486 Sxx*Syy 77003657,153
7,060 4,356 49,844 18,974 30,753 (Sxy)* 76862149,150
9,080 5,657 82,446 32,000 51,364 (n-2) nSxx 13301936,918
9,080 5,653 82,446 31,956 51,329 See 0,103

3 9,080 5,701 82,446 32,503 51,767 b 0,114
9,080 5,514 82,446 30,403 50,066 m 0,593
9,080 5,548 82,446 30,785 50,380 b-p/Se 1,105
9,080 5,448 82,446 29,680 49,467 nSxx 458687,480
12,110 7,068 146,652 49,958 85,595 X 9,375
12,110 7,136 146,652 50,916 86,412 nx 290,616

4 12,110 7,169 146,652 51,393 86,815 (nX)* 84457,659
12,110 7,168 146,652 51,383 86,807 t cal 2,376
12,110 7,223 146,652 52,177 87,475 t 4. (29.0.025) 2,045
12,110 7,151 146,652 51,131 86,593 Prueba de hipotesis para la ordenada
15,140 9,114 229,220 83,064 137,985 [Hy=b=p donde B=0
15,140 9,218 229,220 84,974 139,562 [H;,=b#p

5 15,140 9,174 229,220 84,157 138,890  |Criterio de rechazo tea<-ty, 0que t >t
15,140 9,022 229,220 81,393 136,590 | . o
15,140 9,222 229,220 85,054 139,628 2"3“7°6'“>s‘§‘(‘)4(5:°m°
15,140 9,046 229,220 81,839 136,964 Réchazo H’o, por lo tanto b# B

Suma (S) 290,616 17,729 3201,743 1164,031 1930,219

Al. Tabla para el calculo de linealidad del sistema.
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Intervalos de confianza

Para la ordenada

b 0,114
t 02, 29,0.025) 2,045
Se 0,103
Sxx 14796,370
(nX)’ 84457,659
n*Sxx 458687,480
Maximo 0,212
Minimo 0,016
Para la pendiente
m 0,5925
Se 0,103
n 31,000
Sxx 14796,370
Maximo 0,602
Minimo 0,583

64




PRECISION DEL SISTEMA



Precision de Sistema
(5 % de error maximo)

Solucion Areas n 27
1 5,20336 X 5,153
1 5,16116 S exp 0,089
1 5,14435 e 0,008
2 5,20744 C.V. o 1,720
2 5,23536 C.V. 1 5
2 5,17592 O Tes 0,258
3 5,36161 O 1es 0,066
3 5,11944 o 0,05
3 5,11257 g.1*(n-1) 26
4 5,218 eal 3,075
4 5,15137 > tablas (9526 38,885
4 5,27463 ¥ 0.025.26) 41,923
5 5,03088 ¥ 0.975.26) 13,844
5 5,00622
5 5,087 Prueba de hipétesis:
6 5,06001 Ho=s’=0o" donde 6°=35 % de error maximo
6 5,17662 Hi=s*>0"
6 5,04731
7 5,12762 Criterio de rechazo de Hy:
7 5,16609 X cat> X sablas
7 5,11405
8 5,1912 Conclusion:
8 5,06956 Como ¥ car < X tablas
8 498618 Se acepta la Hy lo cual quiere decir que el sistema es
9 517321 preciso con un error maximo del 5 %
9 5,24825
9 5,282

Al. Tabla para el calculo de precision de sistema para concentraciones de 8,33 ppm.
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Precision de Sistema
(2 % de error maximo)

Solucion Areas n 27
1 5,20336 X 5,153
1 5,16116 S exp 0,089
1 5,14435 S exp 0,008
2 5,20744 C.V. oo 1,720
2 5,23536 C.V. 1 2
2 5,17592 G Teo 0,103
3 5,36161 O res 0,011
3 5,11944 (1] 0,05
3 5,11257 g.1*(n-1) 26
4 5,218 eal 19,220
4 5,15137 x> tablas 0526 38,885
4 5,27463 Y 0.025.26) 41,923
5 5,03088 Y (0.975.26) 13,844
5 5,00622
5 5,087 Prueba de hipdtesis:
6 2,06001 H,= s’ = 6° donde: 6* =2 % de error méximo
6 5,17662 2. 2

H, =s">¢c

6 5,04731
7 5,12762 Criterio de rechazo de H,:
7 5,16609 2 a2
7 5.11405 X cal = X tablas
8 5,1912 Conclusion:
8 5,06956
8 4,98618 Como Xcat < X tablas
9 5,17321 Se acepta la Hy lo cual quiere decir que el sistema es
9 5,24825 preciso con un error maximo del 2 %
9 5,282

Al. Tabla para el calculo de precision de sistema para concentraciones de 8,33 ppm.
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Intervalo de confianza para la desviacion

estandar
n-1 26
S exp 0,008
§* «(n-1) 0,204
S exp 0,089
xz( 0.025,26) 41,923
X’ 0.975.26) 13,844
Minimo 0,070
Maximo 0,122
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Estabilidad de las muestras

Concentracion (ppm) Areas Dia 1 Areas Dia 14
8,33 5,20336 4,80737
8,33 5,16116 481771
8,33 5,14435 4,83564
8,33 5,20744 5,17441
8,33 5,23536 5,1961
8,33 5,17592 4,95706
8,33 5,36161 5,37203
8,33 5,11944 5,37366
8,33 5,11257 5,33905
8,33 5,218 5,22236
8,33 5,15137 5,37135
8,33 5,27463 5,12007
8,33 5,03088 5,32442
8,33 5,00622 5,20979
8,33 5,087 5,20563
8,33 5,06001 5,0203
8,33 5,17662 4,95048
8,33 5,04731 5,17563
8,33 5,12762 5,10023
8,33 5,16609 5,08548
8,33 5,11405 5,1576
8,33 5,1912 5,2575
8,33 5,06956 5,22065
8,33 4,98618 5,19047
8,33 5,17321 5,09764
8,33 5,24825 5,15137
8,33 5,282 5,17359

Al. Tabla para el calculo de estabilidad de las muestras.
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Prueba sobre las Varianzas para dia 1y 14

Prueba sobre las Medias considerando varianzas diferentes

n 28
st 0,025
sy’ 0,008
gl(mnM-1) 26
gl (nm-1) 26
Fea 3,324
a/2 0,025
Fiab.(0.025.26.26) 2,194
Prueba de hipétesis: Ho =012 =022
H, =012 #022
Criterio de rechazo para Ho: Fcal > Fa/2

Conclusion: Como Fcal > Fa/2

Se rechaza la Ho lo cual quiere decir que las varianzas
son diferentes y por lo tanto se realiza la prueba sobre
las medias considerando varianzas diferentes

X1 5,153
X, 5,145
n; 27
n, 27
s? 0,026
s, 0,008
s /my 0,001
s? ,/m, 0,0003
(S2 /ny+s? 2/112) 0,001
(s? 1/my+s? ,/ny) Vs 0,035
(s*/ny + 8 ,/ny)? 1,581E-06
(S2 1/“1)2 / n;- 1+ (52 2/]12)2/ n, - 1 3,919E-08
t exp. 0,234
(4] 40,345
0/2(0,025, 40) 2,921 ]
H(): X] = X2
Prueba de hipoétesis I-X%

Criterio de rechazo para Ho. t,,.< -ty; 0 tex, > ton

por 14 dias

Conclusion: Como la t.y,. <ty entonces se acepta la Ho lo cual
significa que las medias son iguales y por lo tanto la muestra es estable
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PRECISION DEL METODO



REPETIBILIDAD
MUESTRA SINTETICA



No.muestra Area M g/ml g/tab. X 1,006
6,24519 10,348 1,035 21,000
1 6,15138 10,190 1,019 Sexp- 0,054
6,22216 10,309 1,031 Sexp 0,003
6,14706 10,182 1,019 CV.ewp 5,344
2 6,80273 11,289 1,130 C.V.eo 5,000
6,02563 9,977 0,999 O teo. 0,050
6,37035 10,559 1,056 6’ teo. 0,003
3 6,49942 10,777 1,078 o 0,050
6,26215 10,377 1,038 gl 20
6,46105 10,712 1,072 X2 tab. O (0.05,20) 31,410
4 5,88849 9,746 0,976 1 cal. 22,848
6,14168 10,173 1,018 Prueba de hipdtesis:
5,63223 9,313 0,932 H,: §2= 002 (donde 002 se obtiene de despejar del C.V. al 5 %)
5 586116 9,700 0,971  |H;:s™> o,
5,43456 8,980 0,899 Criterio de rechazo para Ho
5,87545 9,724 0,977 " cal. > A b,
6 5,64864 9,341 0,939 Conclusion:
5,76894 9,544 0,959 .
7 5,94138 9,835 0,990 con un error que cuando mucho es del 5%
5,97281 9,888 0,996

Al. Tabla para el calculo de precision de método (repetibilidad) muestra sintética.
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INTERVALOS DE CONFINZA

PARA LA MEDIA

n 21
X 1,005
ta2 2,086
$%exp. 0,054
Raiz cuadrada de n 4,583
Maximo 1,030
Minimo 0,981

PARA LA DESVIACION ESTANDAR

n 21
n-1 20
expe 0,003
Y 34,170
1 (1-a) 9,590
Maximo 0,078
Minimo 0,041
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REPETIBILIDAD
TABLETAS



No,Muestra Area M/ml g/tab. X 0,950
5,79548 9,582 0,958 n 21
1 5,80579 9,599 0,960 Sexpe 0,029
6,04248 10,001 1,000 Sexp 0,001
5,8811 9,727 0,973 CV . 3,007
2 5,93869 9,825 0,982 C.V.teo 5
5,93056 9,811 0,981 G tco. 0,048
5,88779 9,738 0,974 62 teo. 0,002
3 5,81366 9,613 0,961 o 0,05
5,71342 9,443 0,944 gl oy 20
5,52445 9,122 0,912 %2 tab. O (0.05,20) 31,410
4 5,5957 9,243 0,924 2 cal. 7,233
5,6132 9,273 0,927 Prueba de hipétesis:
5,50077 9,082 0,909 Ho: s° = 60° (donde oo~ se obtiene de despejar del C.V. al 5 %)
5 5,6974 9,416 0,943 H:s™> oy
5,69919 9,419 0,943 Criterio de rechazo para Ho
5,53128 9,134 0,913 12 cal. ™ %2 tab.
6 5,53564 9,141 0,914
5,57878 9214 0,921 Conclusion: S
5.97973 9.894 0.990 Comorla xz. cal- < Xz.tab- Se acepta la h1p0t651.s nula
7 = 71516 YT 0.04¢ Lo cual quiere decir que el método es preciso
’ ’ 2 con un error que cuando mucho es del 5%
5,91984 9,793 0,980

Al. Tabla para el calculo de precision del método.
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INTERVALOS DE CONFINZA

PARA LA MEDIA

n 21
X 0,950
ton 2,086
$%expe 0,029
Raiz cuadrada de n 4,583
Maximo 0,963
Minimo 0,937

PARA LA DESVIACION ESTANDAR

n 21

n-1 20
o 0,001
X (@201 34,170
X (1- a2, n-1) 9,591
Maximo 0,022
Minimo 0,041




RECOBRO



No.Muestra Area Lg/ml g/tab. % Recobro

6,24519 10,345 1,034 114,940

1 6,15138 10,185 1,019 113,172
6,22216 10,306 1,031 114,506

6,14706 10,178 1,019 113,204

2 6,80273 11,290 1,130 125,570
6,02563 9,972 0,998 110,914

6,37035 10,557 1,056 117,298

3 6,49942 10,776 1,078 119,730
6,26215 10,373 1,037 115,259

6,46105 10,711 1,072 119,126

4 5,88849 9,740 0,975 108,327
6,14168 10,169 1,018 113,102

5,63223 9,305 0,931 103,494

5 5,86116 9,693 0,970 107,812
5,43456 8,970 0,898 99,766

5,87545 9,718 0,977 108,516

6 5,64864 9,333 0,938 104,221
5,76894 9,537 0,958 106,499

5,912 9,780 0,985 109,428

7 5,94138 9,829 0,990 109,985
5,97281 9,883 0,995 110,581

X 1,005 111,688

Sexp. 0,054 6,001
CVexp 5,373 5,373

Al. Tabla para el calculo de recobro.
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