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OBJETIVAS:
GENERAL:

Desarrollar y validar un metodo alternativo al metodo oficial,
utilizando para ellc la fluorescencia nativa del Clorhidrato de
Ciprofloxacina [33) y empleando la Espectrofluorometria [4,7,8,40,411
para la determinacion de este antibidtico con precision, exactitud v

especificidad.

ESPECIF1CO0S:

1. Caracterizar la materia prima de acuerdo a la norma oficial
existente (La Farmacopea de los Estados Unidos XX11 1er. Suplemento).

2. Determinar si las propiedades medidas en la caracterizacion
estan dentro de los limites de la norma oficial.

3. Encontrar las condiciones ©optimas para la cuantificacién por el
método Espectrofluorometrico v para ello se hara lo siguiente:

3.1. Detectar el Clorhidrato de Ciprofloxacina a concentraciones
elevadas ¢ 5 a 10 w9/ml) para saber si hay respuesta analitica.

3.2. Una vez detectada, ohtener la concentracisn optima desde el
punto de vista de procedimiento, instrumental y grafico.

4. Llevar a cabo la validacidn del metodo segun documentos
oficiales de La Farmacopea de los Estados Unidos XXII v La
Organizacion Mundial de la Salud que establecen los siguientes
parametros de validaci®n:

4.1. Veritficar la linealidad del metodo desarrollado y  propuesto:
Linealidad en el sistema (invclucrando factores tales coma equipo,
condiciones instrumentales, procedimiento y estandar). Linealidad del
metooo en s+ {(1avalucrando factores tales comg edquipa.  conditiones
instrumentales, srocecimento y musstral.
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4.2, Determinar la eracision del metcio:
4.2.1.Repetibil idad.

4.2.2,Reproducibilidad entre di as.
4.2.3.Reproducibilidad entre analistas.

4.3. Determinar la exactitud del metedo.

4.4, Dejar establecido la especificidad del metoda.

4.5, Determinar la sensibilidad y el limite de deteccion.

4.46. Analizar los resultados de los puntes anteriores de manera

estadistica,

4.7. Establecer conforme a los resultados estadisticos el grado de
confiabiljdad, las ventajas y limitaciones que ofrezca este metodo

propuesto.
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IHNTRODUCCION:

Despues de la abtencicn v estudio del acido nalidixico por mas de
veinte affos, diversos compuestos relacionados quimicamente fueron
sintetizados para obtener nuevos agentes quimioterapeuticos con
me)ores propiedades farmacocineticas v farmacolsgicas
{9,12,20,28,30-323. Dentro del grupo de las fluorogquinolonas fue
sintetizado en 1983 pgr Bayer en la Republica Federal Alemana un nuevo
tipo de antibistico oral eficaz contra microorganismos Gram negativos
que incluye a las Enterobacteriacea, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Enterabacter cloacae, Serratia marcescens, Proteus
mirabilis, Proteus vulgaris, Providencia rettgeri, Salmonella sp.,
Shigella sp., Pseudomona aeruginosa, Neisseria meningitidis, Neisseria
gonhorrea, Hemophilus influenzae, Legionella pneumophila; presenta
actividad moderada contra Chlamydia trachomatis, Mycoplasma pneomonia,
Staphyloceoccus aureus (incluso las cepas resistentes a la meticilinal,
Streptococcus, Ureaplasma urealyticum. Su actividad antimicrobiana
incluye a los microorganismos resistentes a las penicilinas, a las
cefalosporinas y a los aminoglucésidos. La potencia "in vitro" de la
Ciprofloxacina es de 4 a 8 veces may'Dr a la reportada con las otras
quinolonas en la mayoria de log patogenos probados. Su principal
ventaja es qua permite el tratamiento oral de enfermedades coma 1la
osteomielitis, que antes requeria la hospitalizacién para la
administracion de antibacteriales parenterales (1,2,5,9-18,20-321. La
Ciprofloxacina usualmente tiene accidn bactericida, el mecanismo de
accion del farmaco no ha sido esclarecido, al  igual que las otras
quinolonas inhibe a la enzima DNA gurasa bacteriana (Topoisomerasa de
tipo II),la replicacion del DNA en la divisidon celular se detiene,

-
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probablemente la celula bacteriana avita copiar 21 DNA daRado para las
generaciones subsiguientes, por lo gque na es sorprendente que el
farmaco mate a la bacteria {2,5,12,17,20,24,29-321. Alcanza
concentraciones sericas eficaces de 3-5 pg/ml despues de uwna sola
dosis de 3500 mg, se distribuye ampliamente en tejidos y flufdos del
cuerpo, generalmente se encuentra a elevadas concentraciones en bilis,
rifién, utero, flutdo seminal, amigdalas, endometrio, trompas de
falopio y ovarios. En la mayoria de estos tejidos y fluldos las
concentraciones alcanzadas son mayores que las séricas. El1 farmaco
tasbien se distribuye en tejido &seo, liquido extracelular, esputo,
saliva, secresién nasal, musculo, tejido adiposo, carti lago.Es
concentrada dentro de neutrodfilos y las concentraciones promedio  en
estas celulas pueden ser de 2 hasta 7 veces mayores a las
concentraciones extracelulares, sin embargo no muestra influencia en
la quimotaxis, fagocitosis o funcidn bactericida de granulocites "in
vivo", pera en concentraciones subinhibitorias de el farmaco se ha
observado que puede hacer que la bacteria sea mas susceptible para 1la
fagocitosis y sorir. El tiempo de vida de eliminacidon para  adultos
sanos es de 3 a § horas, su tiempo de distribucion promedio es de
Q,18-0.37 horas., Es parcialmente metabolizada en el higado por
modificacion del grupo piperazino de su estructura quimica en al menos
cuatro metabolitos, la Ciprofloxacina y sus metabolitos son excretados
en orina y heces, El farmaco &5 excretado sin cambio en orina por
filtracion glomerular y secresidn tubular, los metabolitas
identificados como: Desetilenciprofloxacina, Sulfaciprofloxacina,
Oxociprofloxacina y N-formilciprofloxacina son excretadoz en arina en
los siguientes porcentajes 1-2%, 3-8%, I-8% y menor al 1% de la dosis

total, raspectivamente. Los metabolitos tienen actividad



antibacteriana gque aparentemente es mernor a la Ciprofloxacing pero
puede ser similar @ mayor gque la de algunos farmacos
[5,9,12,17,20,24,78-313}. El farmaco es utilizadc en adultos para el
tratamiento de infecciones de las vias urinarias, de los huesos y de
las articulaciones, de la piel, de los teJidos blandos, de las vias
respiratorias, as! como para 1nfecciones gastrointestinales, 1a
gonorrea, la quimioprofitaxis en pacientes neutropenicos y otras
aplicaciones [17,22,30]1. Su dosificacién en fibrosis quistica es de
750 mg cada 12 horas, para gonorrea una  sola dosie de 250 mg, en
infeccidn intestinal 500 mg cada 12 horags durante § di as,
osteomielitis 750 mg cada 12 horas, infecciones de las vias
respiratorias y de los tejides blandos 750 mg tada 12 horas,
infecciones de las vias urinarias 250-S00 mgy cada 12 horas. El
tratamianto con Ciprofloxacina suele administrarse durante 7-14 dias o
#45 on infecciones severas. Los efectos colaterales de el farmaco son
relativasente raros. La nausea, el vémito o la diarrea puede ocurrir
hasta en 5% de los pacientes; los efectos adversos del Sistema
Nervioso Central como agitacion, maren y temblor en 1 a 2% y las
reacciones alérgicas prurito o eritema en |1 o 2%, Pueden ocurrir
elevaciones transitorias de las transaminasas, pero son reversibles al
suspender el medicamento [171. ta Ciprofloxacina esta
) camercialmente disponible para la administracion oral como Clorhiarato
de Ciprofloxacina Monohidratada. Para la caracterizacion
fisicoquimica de este antihiotico en materia prima se recurria de
la Quimica Analitica la cual puede definirse camo la ciencia y el arte
de determinar la composicion y cantidad de materiales en términas de
los elementos o compuestos que ellos contengan. Hist&ricamente, el
Vdesau‘rolla de métodos anall ticos no ha side concluide debide a la
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lntvfudn:cr:‘.-n de nuevas instrumentos de mediciwn. Los primerce
analisis cuantitativos fueron gravimetricos y volumetricos; siendo
posibles por la intervencion de balan:as precisas y material de viario
culdadosamente calibrados. En las ultimas décadas del sigle XIX con la
invencion de la Espectroscopia se logra un aprovechamiento anali tico
fructs fero. Gradualmente pogos aeétodos Colorimétricos fueron
introducidos, después se establecieron mediciones eléctricas que
podian ser detectadas en titulaciones. Por el aBo de 1230, el rapido
desarrollo de tubos fotoeléctricos, amplificadores y mas reciente de
transistores y otros artificios, dieron camo  resultado el
establecimiento de muchas técnicas analiticas [8,19]. En base a
las propiedades fieicas y quimicas de un elemento en particular o
campuesto pueden seleccignarse las técnicas y wméetodos para su
andlisis. En el ambito farmacéutico existen documentos oficiales que
indican los métodos y técnicas a utilizar para el analisis
fisicoquimico de los farmacos en materia prima y producto terminado.
Para la caracterizacién del Clorhidrato de Ciprofloxacina en materia
prima en este trabajo, se emplean métodos  Gravimétricos,
Volumetricos, Espectrofatosétricos Infra-rojo , Ultravioleta, y
por Cromatografia en Capa Fina para su identificacidny y para su
ensayo se emplea la Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién segun
t.a Farmacopea de los Estados Unidos XXII (4,7,8,19,33). Los m&todos
utilizados para st cuantificacion en muestras biologicas reportados
incluyen Microbiolégicos €10, 111, Polarograficos [261, Cromatograficos
como Cromatogratia de Li quidos de Alta Resblucién
£1,10,11,15,16,23,271 y en formulaciones farmacéuticas el (dnico

reportadeo es el Espectrotfotometrico Ultravioleta [14].



Debide a que el metodo “"Cromatografia de Liquidos de Alta
Resolucion" que establece La Farmacopea de los Estados Unidos — XXII
ler. Suplemento es un metodo de alto costo y que requiere de  mayar
tiempo; se propone como alternativa un meétodo Espectrofluorométrico
para la cuantificacién del Clorhidrato de Ciprofloxacina en materia
prima y producto terminado, siendo el objetivo principal de este
trabajo el desarrollo y validacian del mismo,segun los documentos
oficiales de La Organizacién Mundial de la Salud y La Farmacopea de
los Estados Unidos XX11 para ser aplicado en la Industria, dentro de
un Laboratorio Dficial de Control o ya sea como una proposicidén  para
ser incluido en la Farmacopea Nacianal, Por otra parte Ja
validacion del método al.ter“nativo nos dara los limites de linealidad,
precision, exartitud, sensibilidad y especificidad de las muestras en

estudio.

La eleccidn ow i1a tecnologia empleada se  basa en las
caracteristicas propias de la molécula:

Clorhidrato de Ciprofloxacina

- V
l\/u o
¥ CooM
]

Ci7 Hia F Na O3 HCl P.M.367.81

por ser aromatica, heterociclica, rigida, altamente conjusada y ademas
poseer un grupo fluor; tiene como  propiedad ser altamente
fluorescente, por lo gue se recurrio 3 la Espectrofluocrometria que

T



.dada su instrumentacién es una tecnica que tiene una sens:ibilidad en
al orden' de nanogrifnos;asl la combinacidn de las caracteristicas de la
molecula con las caracteristicas de la tecnologia dan como resultado
un metodo altamente sensible que requiere de cantidades muy pequeffas

del aptibiotico para realizar su determinacion [4,7,8,40,41).

Esta determinacion como todas las determinaciones anal{ticas son
medida de alguna propiedad de la molécula en estudio, en este caso
especi fico e5 la medida de la fluorescencia ante una concentracién
fija del Clorhidrato de Ciprofloxacina, por lo que esta medida esta

sujeta a error que s estimado a traves del proceso de validacidn.

La validacion de los métodos analiticos hoy en difa es uno de los
principales objetivos de la Industria Farmacéutica, Alimenticia y
Quimica que asegura un adecuado control de la calidad tanto de la
materia prima, producto eén proceso, como del products terminado y
comprende una serie de pruebas sistematicas por las ctuales queda
establecido de manera clara y objetiva, que el método de estudio reune

los reguisitos para las aplicaciones anali ticas deseadas.

Dichas pruebas consisten en evaluar las siguientes. propiedades
estadisticas de ejecucien [21,33-38).conforme -a los criterios de

aceptacién:

Linealidad del sistema.
Linealidad dJdel wmetodo.
Preciston:

a) Repetibilidad,

b) Reproducibilidad.



Exactitud. .
Ltaite de  deteccidn.
Limite de cuantificacidn.,

Especificidad.
A continuacién se define a cada propiedad estadistica de ejecucidn:

Linealidad del sistema:

Es la relacion que se establece maediante una recta entre una

propiedad fisica, quimica o bioldgica con la cantidad del fArmaco.

Linealidad del aetodor

Es la relacién 4ue se estahlece mediante una recta, entre wuna
propiedad medible (cantidad de farmaco recuperado) y el valor real de

la propiedad (cantidad de farmaco adicionado).
Precision:

Es el grado de ‘concardancia entre resultados anali ticos
individuales cuando el procedimiento se aplica repetidamente a
diferentes muestreos de una muestra homogénea del producto. Usualmente
se expresa en términos de desviacidn estandar o del coeficiente de
variacion. La precisidn es una medida del grade de reproducibilidad
y/o0 repetibilidad del metodo analf tico bajo las condiciones normales
de operacion:

a) Repetibilidad, es la precisién de un método analitico expresado
como la concordancia obtenida entre las determinaciones independientes
realizadas por un solo analista, usando los mismos aparatos y

?



técnicas. b) Reproducibilidad, es la precision de un mé&todo anall tico
expresada como la concordapcia entre determinaciones independientes
realizadas por diferentes analistas, en diferentes dias, en el mismo

labgratorio utilizando el mismo equipo.

Exactituds

€s la concordancia entre un valor cbtenido experimentalaente y el
valor de referencia. Se expresa como el porcentaje de recobro cbtenide
del analisis de muestras a las que se les ha adicionade cantidades

conocidas de la sustancia empleando para ello un estandar primario,

Limite de deteccidn:

Es la minima concentracion de upa sustancia en una muestra
que puede ser detectada, pero no necesariamente cuantificada, bajo las

condiciones de operacion establecidas.

Limite de cuantificacion:

Es la menor concentracion de una sustancia en una muestra que puede
ser determinada con precisién y exactitud aceptables bajo las

condicianes de operacién estahlecidas.

Especificidad:

Es la habilidad de un método analitico para obtener una respuesta
debida unicamente a la sustancia de interds y no a atros camponentes
de la muestra.

El métoda Espectrofluorometrico desarrollado debera cume!ir con las

propledztdes arriba sefialadas para la aplicacien apall tica deseada.
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MATERIAL v EQIPU:

APARATOS:

*

Balanza analitica Sartorius 1602 MP.

-

Balanza Analltica Sauter.

*

Microbalanza Sartorius 4503 Micra.

*

Ul trasanido,

*

Mufla Thermolvne Modelo F-C15Z5.

# Estufa.

*

Rayador para placas de cromatografia Shandon.

»>

Revelador Ultravioleta para placas cromatograficas Products, Inc.

W.H. Curtin and Co.

*

Patenciometro Metrohm Herison E 536.

-

Espectrofotémetro UltravioletasVisibhle Perkin Elmer Lambda 2.

bl

Espectrofotometro Infra-rojo Pye Unicam SP 2000,

-

Cromatégrafo de Ligquidos de Alta Resolucién Varian 5000,

*

Espectrofluorometro Aminco Bowman Cat. No. 4-8202.
Intruction No. 768-E equipado cons

- Registrador Modelo 301 x-y Cat. No. 14620-814,

Papel registrador Cat. No. 4-B286 registra valores x-y de Aminco
graduado con 100 divisiones (vertical) y desde 200-800 nm en el

eje horizontal B 1-2 X {1 pulgadas, caja de 100 hajas.

Osciloscopio, Cat. No. 4-8178. Su alecance es graduado con

intervalo de lambda de 200-400 mu en eje horizontal.

Osciloscopio y Camara (Analab) Cat. No. 1408-814 Tipo 1100/700.
~ Lampara de Xendn.
- Monotromadores para lambda de excitacion y lambda de emisién de

200-800 nm.
11
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- Microfotometro fotomultipl icador.

- Celda de vidrio para muestra de 1.0 cn X 3.0 cm.

Cromato Vue Fluorescence Analysis

Cabinet Ultraviolet Products Model C~5 con lamparas uvltravioleta de
longitud de onda corta Angstrom 2537 y de longitud de onda larga

Angstrom  36S0,

REACTIVOS:

Clorhidrato de Ciprofloxacina sustancia de referencia.
Clorhidrato de Ciprofioxacina Materia Prima.
Ciprofloxacina en capsulas de 250 mg.

Agua destilada.

Agua deionizada.

Hidroxido de amonio Grado Analfitico (G.A.).
Bromuro de potasio.

Cloruro de metileno,

Metano! G.A.

Hetanol para Cromatograflia.

Acetonitrilo para Cromatografia,

Nitrato de plata G.A.

Karl-Fisher G.A.

Acldo Suilftrico G.A,

Acido Acético G.A,

Acido Nitrico G.A.

Acldo Clorhidrico G.A.

Acldo Fosférico G.A.



DESARROLLO EXPERIMENTAL:

La parte experimental s divide en Jlas siguientes etapas:
I.- Caracterizacion de la materia prima.
Ii.- Desarrollo y Validacion del m&todo.

111.- Aplicaci®on del método en producto terminado.

1.— CARACTERIZACISN DE LA MATERIA PRIMA:

La materia prima fue analizada de acuerdo a la Farmacopea de los
Estados Unidos Americanos ler. Suplemento teniendo como naterial de
referencia un estandar primario del antibiotico, una vez caracterizada
y cumpliendo la misma con las especificaciones oficiales y presentando
propiedades semejantes a las del estandar primaric (ver Anexo 1); se
empleo esta materia prima para realizar el desarrollo y validacion del
metod; propuesto, eliminando asi posibles fuentes de error en los

resultados de la validacidn.
I1.- DESARROLLD Y VALIDACION DEL METODO ESPECTROFLUOROMETRICO:

Debido a que el metedo reportado [331 "Cromatografia de Liquidos a
Alta Resoluci¢n “, empleado para la determinacion del Clorhidrate de
Ciprofloxacina consiste, en el uso de un Cromatogratfo de Liquidos de
Alta Resolucion equipado con una columa Cie (octadecil} con tamafio de
particula de 5-1¢ g, de (.5 mn de diametro interno y T5 ce de
longitud a una temperatura de 30 *c y empleando una fase mdvil
compuesta de acetonitrilo-acido fosforico 0.0CGZSM a pH 2.0 2 1 en una
proporcien de (87:13) a una velocidad de flujo de (.5 ml/min,
realizando la deteccicn & una longitud de ondsa de 278 nm  empleando
para ello un detector ultravioleta de longitud de onda variabie. Asi

13



mismo ia preParacion de la solucion de raferencia y de la sclucion de
la muestra es de la siguiente forma: Solucidn oe reierencia.- Disolver
1a cantidad necesaria del Clorhigrato de Ciproflozacina en fase mevil
para obtener una selucioen de concentracién igual a 0.5 mg/ml. Solucion
de la muestra.- Transferir 25 mg del Clorhidrato de Ciprofloxacina a
un matraz volumétrico de 50 ml disnlver y afarar con fase mdvil.

Frocedimiento: Inyectar por separado valumenes iguales (10ul) de  la
solucidn de referencia y de la muestra al Cromatografo, medir las
respuestas de las praincipales picos reaistrados. Calcular la cantidad,

en mg de Ci7v Hie F Na Oa HCl empleando la siguiente farmula:

(367.817385.82) (500 (ru/re)
donde:
367.81 y 385.82 son los pesos moleculares del Clorhidrato de
Ciprofloxacina anhidra y el Clarhidrato de Ciprofloxacina
monohidratada, respectivamente.
C, es la concentracion en mg/ml de la solucidn de referencia. ra y ra,
son las areas de los cromatégramas del antibidtico para l; solucién de

referencia v la muestra, respectivamente,

como se puede ver es un metodo de alto coste y que requiere de
mayor tiempo por lo que se propone en este trabajo un  método
alternativo para la determinacion del Clorhidrato de Ciprofloxracina,
asi fue que para ello se penso en los siguientes factores y en  una
secuencia de pasaos para dessrrollar y validar e) m&todo por

Espactrofluorometria

{1 Las caracteristicas propias de la molacula. heterociclica, la cual

14



es altamente conjugada, aromatica, rigida y posee un grupo fluor, todo
lo expuesto son las caracteristicas propias de un compuesto
fluorescente es decir st a este compuesto se le somete a la accion de
la Juz este absorbe energia radiante, sus electrones se  excitan
pasando de un nivel basal a niveles energéticos excitados, por regla
general los electrones regresan a su estado normal la energia
absorbida se vuelve a emitir en forma de luz, si la emisién es rapida

-%
{por lo general 10 seg) al fendmeno se le llama fluorescencia.

1.1} Se disolvio la materia prima en metanocl y se observo si era o no
fluorescente bajo la luz ultravioleta de longitud de onda corta y
larga usando para este prnpﬁsito el gahinete de analisis de

fluorescencia “Cromato Vue".

2) Ge determino el disolveate mas adecuado para la cuantificacidn;
siendo la eteccidn en términos de solubilidad, no interferencia vy
costo. Se probaron los siguientes solventes: agua, etanol, clorofermoe

y benceno; resultando el agua el mas apropiado.

3) Se procedio a obtener el espectro de ahsorci®dn para tener una
aproximacion de la longitud de onda de excitacién empleando para ello

un Espectrofotdmetro UY-Visible Lambda 2.

Asi de esta forma para medir la fluorescencia se recurric a la
técnica analitica de Espectrofluorometria que a diferencia del método
oficial y dadas las condiciones del tratamiento de la muestra se
pertilaba un procedimiento muy sencillo, ripido, de bajo costo y dada
la tecnica y la instrumentacién w@uy sensible (en el orden de

nanogramos) .



4) Por lo que se procedic a continuacion a calibrar el equipo
siguiendo las rutinas de diagnastico (Ver Anexo 2J, colocando el
instrumento en las condiciones establecidas que adelante se seffalan y
empleande una solucidn de sulfato de quinina en HzS0+ 0.1 N a la

concentracion 1 ug/ml.

Una vez calibrado el equipo se tiene !a certeza que todas sus
partes y funciones desde la lampara de Xendn, el barrido de longitud
de onda de los monocromadores de excitacidén y de emisidn, la
sensitividad, la escala de amplificaci®n de la respuesta, el detector;
asi como las funciones del graficador se encontraban en Gptimas
condiciones, dado gue el espectro de emisien de 1a <quinina asi lo
demostro al obtenerse un espectro de emisién a la longitud de onda
esperada y a la longitud de onda de excitacisn fijada asi como también

ta magnitud de la respuesta.

5) Calibrado del equipo se procedio a hacer la deteccisn de la muestra
preparando soluciones del antibisdtico en agua destilada a
concentraciones elevadas (5-10 pg/ml) haciendo el barrido de
excitacion y de emisidn para establecer las longitudes de onda
cerraspondientes. Posteriormente se determino la concentracidn <&ptima
para la cuantificacién de la emisién de fluvrescencia, esto desde el
punto de vista de procedimiento, instrumental y graficos es decir peso
y diluciones adecuadas, sensitividades y escala de amplificacidn no
extremas y la magnitud de la respuesta centrada, dentro de las
dimensiones { de 0 - 100 divisiones) de la escala de emnisidén;
resultandg ser de 2.0 wg/ml. Debido a que en muchos caseos la
intensidad de fluorescencia es afectada por el pH, sustancias
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activadoras que la aumentan, agentes depresores gque disminuyen el

fenomenc y la temperatura, controlamos este ultimo paramatro.

Establecidas las condiciones instrumentales que adelante se seffalan
y de procedimiento se cgontinuo con la validacidén del mé todo
desarrpl lado, dicha validacion cuenta con la evaluacion de las
propiedades estadisticas de ejecucién fundamentales y necesarias  para

llevarla a cabo.

I11.— APLICACION DEL METODO:

Al encontrar que el métoado desarrollado es sencillo, rapida,
lineal, exacto, preciso y altamente sensible dado el rango de
concentraciones manejadas (1a 3 pg/ml)  se procedia a bhacer una
aplicaci®n del mismo en producto terminado capsulas de Clorhidrato de

Ciprafloxacina de 250 mg.

Salucidn de referencia:z

Preparar una solucién de referencia  de Clorhidrato de

Ciprofloxacina en agua destilada que contenga 2 ug/mli.



CONDICIONES INSTRUMENTALES:

Lamparaz Xendn,

‘ Arreglo: No.3 (Ver Anexo 2)
Lambda de excitacion: 324 am.
Sensitividad: 5.¢ microlumens/mstro

{Ver Anexa 2)

Factor de Multiplicacion 0.03 (Ver Anexo 2)
Temperatura: 25 °c.
Procedimiento:

Tratamiento de la sateria primaz

Pesar con exactitud 20.0 mg del Clorhidrato de Ciprofloxacina y
disolverlo en 200.0 ml de agua destilada en el ultrasonido durante 15
minutos,con pipeta volumetrica medir 2.0 ml de la
solucion, transferirlos a un matraz volumétrico de 100.0 ml y llevar a

volumen con agua destilada.



Tratamiento del producto terminado:

Determinar el pesoc promedio de 20 capsulas, vaciar su  contenido.
Pesar la cantidad de polvo equivalente a 20.0 mg del Clorhidrato de
Ciprofloxacina y sequir su tratamiento como se indica para materia

prima,

Leer en el Espectrofluorémetro, colocado en las condiciones
instrumentales que se describen, alicuotas del sextuplicado de la
solucisn de la muestra y alternar con alicuotas del triplicado de la

solucién de referencia.
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Determinaciones:

Los lineamientos y criterios de aceptacién estan basados en el
sistema de validacion propuesto por el experto en Estadistica de la
Faraacopea de los Estados Unidos Mexicanas, Q.F.B. Alejandra Alcantara

£371.

Linealidad del sistema Se determina construyendo una curva de
calibracion de una misma solucidn de referencia utilizando las

siguientes diluciones 1.0, 2.0 y 3.0 pg/ml; haciendo el anAlisis por

triplicado para cada dilucién.

ision del sigtema Realizar el anaAlisis por sextuplicado de

F

una misma solucién de referencia correspondiente al 100X (2.0 mg/ml).

Linealidad del metodg Se determina con placebos cargados del
principio activo {Estandar 50% + Materia prima 50%) cada uno de manera
independiente a las siguientes concentraciones 1.0, 2.0 y 3.0  ug/ml,

haciendo los analisis por triplicado para cada concentracidén.

Precision del método (Reproducibilidad) al 100%.- Se realiza con dos

analistas en dos dias diferentes por sextuplicado cada muestra,

trabajando de manera independiente con la concentracidn de 2.0 ug/ml.

Exactitud y Repetibilidad al 100%.~ Analizar & placebos cargados
con el 100% del principio activo (Estandar S0%Z + Muestra 5O4) a la
concentracion de 2.0 ug/ml, de manera independiente, por el mismg

analista y en las mismas condiciones de operacidn.



RESYLTADOS:

1.~ CARACTERIZACION DE LA MATERIA PRIMA (Ver Anexo 1).
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Il.~ VALIDACIDON DEL METODO ANALITICO.

Linealidad del sistesa.

La grafica No.1 muestra 1los espectrogramas de fluorescencia del

Clorhidrato de Ciprofloxacina a las concentraciones de 1.0, 2.0 y 3.0

w«9/ml.,
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tinealidad del sistema.

CONCENTRACION NOMERD DE INTENSIDAD DE
{pg/al) DETERMINACIONES FLUORESCENCIA

1.0 1 31.0

2 31.0

3 31.0

2.0 1 57.0

2 57.0

3 57.0

3.0 1 86.0

2 86.0

3 86.0

Tabla No.I Intensidades de <$luorescencia obtenidas para cada
concentracion.



ita grafica: No. 11 muestra la relacion lineal simple entre la
concentracian y 1a intensidad de fluorescencia del Clorhidrato de
Ciprofloxacina estandar.
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Linealidad del ristema

Prueba del intercepta

Hipotesis nula Ha: 7 =0

Hip&tesis alterpna He 330

'

t experimental = 4.2425

t to.073: = 12.706

Hot @ = O No se rechaza.

Intercapto relativo

I.R. = ————-

1.R. = 0,0517

Intervalo da confianza para la ordenada al origen {(b):

-5.9845 ¢ 3.0 < 11,9884



Linealidad del sisiema.

FUENTE DE 6RADDS DE SUHA DE HEDIA DE Fexperi=-

VARIACION LIBERTAD pos D mental,

Regresion 1 4837.5 4537.5 7058.3333

Error de

regresion 7 4.5 0.4428

Falta de No

ajuste 1 4.3 4.5 determina=~
. da.

Error

pura -3 0.0 0.0

Fr experimental (7038.3333) 5 F critica (12.25)

Tabla No. Il Resultidos estadisticos del AniAlisis de la Varianza
(ANADEVA} para esta linealidad. =
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Limites 12 defeccm}» y de cuantificaciéent

Clorhidrato de Ciprofloxacina materia prima.

CORCENTRACION NUMERO DE INTENSIDAD DE
{ug/ml) DETERMINACIONES FLUORESCENCIA
0.1 1 3.0
2 3.0
3 3.0
0.05 1 2.0
2 2.0
3 2.0
0.025 1 1.0
2 1.0
1.0
Blancos
0.0
2 0.0
3 0.0

Tabla VI. Intensidades de flucorescencia repartadas para
concentracion empieada para determinar e} limite

deteccisn y el linmite de cuantificacion.

Limits de deteccidn = o # t in-1.0.0m [21,38].

Limite de cuantificacidn = o # t (n-1:0.9m [21,381.

donde:

o = Desviacion estandar de "n® replicaciones de los blancos.

t z.o.e3 = 2,920
t 12,0.00) = 6,965
o= 0.0

Limite de deteccién = (2.920)(0.0)= 0.0
Limitem de cuantificacidn = (6.965) (0.0} = 0,0
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Linealidad del metodo.

La arafica No.Ill muestra los espectrogramas de fluorescencia del

Clorhidrato de Ciprofloxacina materia prima a las concentraciones de

1.0y 2.0 y 3.0 pg/ml.
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Linealidad del awtodo.

CONCENTRACION NUMERO DE INTENSIDAD DE
{9/ m) DETERMINACIONES FLUDRESCENCIA

1.0 1 31.0

2 31.0

3 31.0

2.0 1 &60.0

2 60.0

3 60.0

3.0 1 B&.0

2 856.0

3 846.0

Estandar

2.0 $ 60.0°

3 406.0

2 0.0

Tabla No. III Intensidades de fluorescencia obtenidas para cada

concentracidn.
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Linealidag Zei retode.
Clzmrhidrato de Ciorofloxacina materia snima,

!CRNT!DGD ADICIONADA
{na}

-CANTIDAD RECUPERADA

R

Tabla No. IV Cantidad recuperada de placebos cargados del antibiotico.



La arafica No. 1V muestra la relacién lineal simple entre la cantidad

adicionada y la cantidad recuperada del Clorhidrato de Ciprotfloxacina

materia prima.
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Linealidad del matodo.

FUENTE DE BRADDS DE
VARIACION LIBERTAD
Regresion 1
Error de

regresian 7
Falta de

aiuste 1
Error

pPurao &

SuUMA DE
CUADRADOS

5.03434

-»
4.9x10

-a
4.9x%10

0.0

MEDIlA DE
CUADRADDS

5.03434

7.14x10

—a

4.9%10

Fexpers-
mentat .

7048.0706

No
detersina-
da.

Fr experimential (7048,0704) > Fr critea (12.25),

Tabla No. V Resultados estadisticos del Analisis de Varianza (ANADEVA)

para esta linealidad.
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Precision del sistema: .
Clorhidrato de Cirrofloxacina Solucion de referencia (2.0 pg/mll.

63.0
62.0
63.0
64.0
62.0
62.0

[N 2 N SR

NUMERD DE DETERMINACION INTENSIDAD DE FLUDRESCENCIA

Tabla VII. Intensidades de fluorescencia obtenidas para
concentracion del 100% .

Coeficiente de Variacien (CV)

-4

£V = — X 100
X

CV = 1.30%
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Precision del watodo:

Clorhidrato de Ciprofloxacina en materia orima (2.0 ug/al), resultagos
expresados en parcentaje ds recobro,

A N A t 1 T A
1 1r
100,0% 97.7%
102,3% 100.0%
D 1 G7.7% 100.0%
97.7% ?7.7%
100.02% 97.7%
100,0% 102.3%
1
97.7% 97.7%
100.0% 100.0%
A 11 100.0% R7.7%
100.0% 100.0%
97.7% 100,0%
100,0% 100.0%
Tabla No. VIII, Porcentajes de recobro del Clorhidrate de

Ciprofloxacina obtenidos por dos analistas en dos

dias diferuntes.
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Precision del metodos

€lorhidrato de Ciprafloxacina materia erima (2.0 ug/el).
Analisis de Varianza (ANADEVA).

FUENTE DE BRADUS DE  SUMA DE MEDIA DE Fexperi- Fortti=-
VARIACION LIBERTAD CUADRADDS CUADRADOS mentat ca.
Analista 1 0.2204 0.2204 1.0000 18. 51
Dia 2 0.44309 0.2204 0.0943 3.4%
Error 20 46.7283 2.3344

Tabla IX. Analisis da Varianza (ANADEVA) para evaluar la precision del
motodo en materia prima.

Fa experimentatl (1,0000) < Fa eritica (1B.51).
Fd axperimental {0.0943) < Fd critica (3.49).

Coeficiente de Varianza Total (CVx}

@
LV & e X 100

CVu = 1.48%



Exactitud y repetibilidad del metodo al 100%.

Clarhidrato de Ciprofloxacina en materia prima-{2,0 u9/ml),

NUHERO DE DETERMINACION PORCENTAJE DE RECOBRO

101,46
100.0
100.0
100.0

96.7
101.6

omBUN -

Tabla No.X Porgentajes de recobro del antibidtico en materia prima,
Porcentaje de recobro promedio ¥ = 99.98
Prueba de ™t Student".

Hipdtesis nula Has
Hipstesis alterna Hit

= 100, 0%
# 100,07

x xt

t exparimental = -0.0228
t tablas ta = 0,030 = 2,5706

Hor x = 100.0% No s rechaza.

Intervaloc de confianza para el porcentaje de recobrot

98.10% « 99.98% « 101.84%

Coeficiente de Variacian (CV):
o
Vv = — X 100 Cv = 1.792

X
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I1LI.~ APLICACION DEL METODO:
Clorhidrato de Ciprofloxacina en producto térmmada (2.0 pgral).

Tabla No. X1

NUMERD DE DETERHMINACION PORCENTAJE DE RECOBRO

100.0
160.0
100.0
102.5 '
102.5

100. 0

rUBGEN -

(Y3}

Tabla XI. Porcentajes de recobro del antibiotico en producto
terminado.

Porcentaie de recobro promedio x = 100.83
Prusha de "t Student”.

= 100.0%
# 100.0%

Hipotesis nula Hoz

x1 %

Hip&tesis alterna Hit

t axperimental = 1,5811
t @ = o.05m = 2.5706

Ho: %X = 100.0% No se rechaza.

Intervalc dr confianza para el porcentaje de recobro:

§9.48% . 100.83% . 102.18%

Coeficiente da Variacien (Cv):

X 100 Cv = 1,28%

ov




RESUMEN DE RESULTADOS Y CRITERIOS DE ACEPTACION:
1.~- Validacion del metodo Espectrofliucrometrico.

Linealidad del sistesa.
Concentracion del Clorhidrato de Ciprofloxacina sastandar contra

Intensidad de fluorescencia.
Resul tados:

fo= r®= 0.9990

2.~ r = 0,9993

3.~ b = 3.0

4.- La ordenada pasa por el origen Ho: 3 = 0 no se rechaza dado que

texperimental (4.2425) < two.ersn (12,706).
S5.— Intercepto relativa = 0.0517

e Intervalo da confianza para 13 ordenada al origen (b):
=5.9845 < 3.0 < 11.9884

7.— Existe una relacién altamente significativa entre la concentracién
del Clorhidrato de Ciprofloxacina estandar y la Intensidad de

fluorescencia.

Fr expertmental (7058.3333) > F eritica (12.23)

8.~ La falta de ajuste a la relacion lineal siaple cantidad

adicionada-propiedad medida no es determinada.



Criterios de aceptacion:

-
1.- r%: 0.98, 2.~ r ; 0.99, 3.~ B =0

4.- Prueba del intercepto nulo:

Hipztesis nula Ho: 2 =0

Hipotesis alterna Hi: 3 # 0

§i .t experimental < t n-2; 0.97s no se rechaza Ho la ordenada pasa por
el oriaen.

Si t exporimenmtal > t n-2: 0.o7s se rechaza Ho la ordenada no pasa

por el origen.

9.~ E1 intercepto relativo debe ser menor a 10.2

4.~ El intercepto debe encontrarse dentro del intervalo d= confianza

para la ordenada al origen.

7.- Existe una relacion altamente significativa entre la cantidad y la

propiedad medida cuando:

F ragreatdn > F critica glr.glor: 0.00

No existe una relacion altamente significativa entre la cantidad y la

propiedad medida cuando:

F regresion < F critica (glr.gler; o.0n

8.~ La falta de ajuste a la relacidn lineal simple cantidad adicionada

propiedad medida no debe ser estadisticamente significativa cuando:
F falta de ajuste < F tglr.glar: o.0m
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La falta de ajuste a la relacién lineal simple cantidad adicionada -

propiedad medida es estadisticamente significativa cuando:

F falta de ajuste > F (glr.gler; 0.0m

Linealidad del mé&todo.

Cantidad adicionada contra Cantidad recuperada del Clorhidrato de

Ciprofloxacina materia prima,
Resultados:

1.~ r®= 0.9990

2,- r = 0.9995

I.~m = 0.916

4.- b = 0.1347

5.~ Intervalo de confianza para la pendiente (@) =

0.7774 < 0.916 < 1.0548

&.— Intervala de confianza para la ordenada al origen (b)=

-0.1648 < 0.1347 < 0.4341

7.~ Fr exporimental (7048.,0706) > Fr eritica (12.25).

8.— La falta de ajuste a la relacicen lineal simple cantidad adicionada

- cantidad recuperada no es determinada.

Criterios de aceptacion:
Cantidad adicionada contra Cantidad recuperada

2 ~ -~
.- r"; 0.98, 2.-r » 0.99, 3.-m= (.0, 4.-b =0
41



3.~ El1 valor obtenido de la pendiente debe encontrarse dentro de su

intervalo de confianza.

b.- La ordenada al! origen obtenida debe encontrarse dentro del

intervalo de confianza para la misma.

7.- La relacian lineal simple de la cantidad adicionada - cantidad

recuperada debe ser altamente significativa cuando:

F regresi®n 5 F critica tplr.plar: 0.00

La relacidn lineal sinple de la cantidad adicionada - cantidad

recuperada no es altamente significativa cuando:

F regresidn < F critica (gér.gler; 0. 00

8.~ La falta de ajuste a la relacidn lineal simple cantidad adicicnada
- cantidad recuperada no debe ser westadisticamente significativa

cuanda:

F falta de ajuste < F (gir.gler: 0.0%

La falta de ajuste a la relacion lineal simple cantidad adicionada -
ctantidad recuperada es estadisticamente significativa cuando:

F talta de ajuste > F iglr.gler: 0.0%
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Precisiédn del sistena.
Clarhidrato de Ciprafloxacina solucidn de referencia (2.0 ug/ml).
Resultada:
1.~ Coeficiente de variacién (CV) = 1.30%
Criterios de aceptacion:
1.= C.V. ¢ 1.5%
Precision del método al 100%.
Clorhidrato de Ciprofloxacina materia prisa.
Resultados:
Coeficiente de variacién (CV) = 1.447%
2.- El método es preciso ent
) Repetibilidad y Reproducibilidad entre analistas y di as.

Fa experimental {1.0000) < Fa critica (18.51).

Fd experimental {0.0943) < Fd critica (3.49).
Criteriuvs de aceptacisnt

1.- C.V. ¢ 3.0%

2.- La reproducibilidad inter—analista vy la reproducibilidad
inter-dia/analista, debe de satisfacer los requisitos establecidos

para el principio de medicidn y/o para la utilizacién del sé&todo.

42



F anaiistas { F glagld o.om El mztodo analitico es reproducible

por los analistas.

F anatistas' > F (gla.gld; 0.0 El metodo analitico ne es reproducible

par los analistas.

F dlas ¢ F pldgle: o.om El metodo analitico es reproducible

distintos dias por un mismo analista.

F dias > F gld.gle: 0.0m El método analitico no es reproducible

distintos d{as por un mismo analista.
Exactitud y Repetibilidad del wé&todo al 100%
Clorhidrato de Ciprofloxacina materia prima (2.0 pg/ml).
Resultados:
1.- Porcentaje de recobro promedio X = 99.98%
2.- Intervalo de confianza para el porcentaje de recabro : '
?8.10% < 99,984 < 101.8&%

Ho : ¥ = 100.0%4 El matodo es exacto, si texp. (-0.0228)
tin-1,020, 051 (2. 3706) .

3.~ C.V. = 1.79%4
Criterios de aceptacidn:

l.- La media aritmética del porcentaje recuperado, debe

estadisticamente igual al 100%.

2.- El intervalo de confianza para la media, debe incluir el 100%.
44
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3.- El €.V, & 3,04

It.- Aeplicacidn del método en Capsuias de Clorhidrato

Ciprofloxacina de 250.0 mg.
Clorhidrato de Ciprofloxacina en producto terminade (2.0 pg/mll.
Resultados:
1.~ Forcentaje de recobro promedio % = 100.83%
2.- Intervalo de confianza para el porcentaje de recobro :

99.48% < 100,83% < 102.18%
Ho : ¥ = 100.0% ElL método es exacto,si texp. (1.5811)

tin-1,0=0. 05)(2. 5706} .
3.~ C.V. = 1,287
Criterios de aceptacidn:

.l.- La wmedia aritmé&tica del porcentaje recuperado, dabe

estadisticamente igual al 100%.
2.- El intervalo de confianza para la media, debe incluir el 100Z.

3.- E1 C.V. ¢ 3.0%

de
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DISCUSIOH:

En base & los resultados abtenidos para la materia prima empleada
se puede decir que son satisfactorios segun documentos oficiales para
ser utilizada en el desarrollo y validacion del mé&todo propuesto y

eliminar posibles fuentes de error en los resultados de validacidn.

Los resultados de cada etapa de la validacian mostrarén lo siauiente:

Para la linealidad del sistema, todos los parametros estadisticos
relacionadados estan confaorme a su criterio de aceptacidn, con
excepcion de la ordenada al origen que no es igual a cero pero si muy
cercana a sl, asto podemas atribuirle a las siguientes causas: esta
ordenada al origen pertenece a la linealidad de! sistema, esto quiere
decir que bajo las condiciones del tratamiento de 1la muestra y
condiciones instrumentales a las que se deteramino la emisién de
flgnrescem:ia del clorhidrato de ciprofloxacina esta ordenada y su
valor sera una caracterictica del sistema; puesto que estamos sabre el
fendmeno de respuesta que tiene esta sustancia ante la excitacién de
sus moleculas por la luz de la lampara de xenén a 324 nm y al variar
sus concentraciones; esta respuesta estara influenciada y sera +ijada
por las caracteri{sticas de las condiciones de tratamiento y de las
condiciones instrumentales y entre ellas una de las mas determinantes
es el fenémenn de "luz parasita* (40,413 la cual interfiere en 1la
propiedad medida alterando la respuesta, hecho que 5@
abate al realizar la linealidad del método can el cual se verifico va
que la ordenada al origen es casi cero ¢.1347 comerobando que el
procesa cuantitativo no se altera; ademas estadisticamente se
demuestra que este valer no es significativo va que se le practico las
pruebas de intercepto nulo y la del intercepto relativo dando valoras
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dentro de especificaciones 0.0517 asi como también al realizar el
analisis de varianza en donde la recta presenta una muy buena
linealidad, su F de regresién tiene un ¢%alor muy alto 7058.3 con
raspecto a su F critica 12.25,con respecto a la falta de ajuste no
pudo ser determinada dado que existe una reproducibilidad de las tres
datos para cada ung de los tres puntos esto muestra que la poblacion
de datos de cada punto se comporta como una poblacion normal, aungue
cabe sefialar gque existe una limitante del equipo, al obtener las
lecturas de la intensidad de fluorescencia estas se miden en papel
registrador graduado con 100 divisiones en el eje de las "y" siendo
motive por el cual las resultados obtenidos no pueden ser mas que
expresados en unidad por 10 que la medida esta sujeta a error de

medicién el cual es estimado y reflejado en la validacion del metodo.

Con respecta a la linealidad del método, todos los parametros se
pueden considerar que se encuentran dentro de las requisitos
estahlecidos. Por lo que respecta al limite de deteccidn podemos ver
que la minima concentracidn del clorhidrato de ciprofloxacina gque
puede ser medida pero no necesariamente cuantificada y registrada con
95% de confianza es apartir de 0.0 w9 /ml y para el limite de
cuantificacion con un nivel de confianza de un 99% también es a partir
de 0.0 ng/ml de acuerdn a [21,381 y por los resultados obtenidos se
puede observar que hay respuesta a concentraciones bajas con un grado

de confiabilidad aceptables.

Una ve:z que el método ha cumplido con el requisito de linealidad;
la siguiente etapa a analizar y discutir es la precision la que
conprendio a: la precisién del sistema y la del método; los parametros
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estadisticos de ambas, como se observa en los resultados estan
parfectamente dentro ;1e los criterios de aceptacicn; el coeficiente de
variacién para precision del sistema es de 1.3Z y su limite es ¢ 1.5%
y para la precisién del metodo el coeficiente de variacisn es de 1.44Y%
y el limite es de 3.0%; con respecto al analisis de varianza de estos
resultados la “F" para analictas de 1.0000 y 1la "F* para dlas de
0.0943 estan muy por debajo de los valores criticos correspondiente
Fanalista 18.51 y Fdias 3.49 con lo tual se corrobora que el métedo es

altamente preciso.

Habiendo demostrado que el waédtedo es preciso, Se 'procediu a
determinar si era exacto y los resultados dan un porcentaje de racobro
del 99.98% con un coeficieate de variacion de 1.79% con lo cual el
nétodo es exacto y asi también lo muestra su intervalo de confianza

pues dentro del mismo se encuentra el valor del 99.98%.

Como una medida mas de evaluacién del meétodo, &#ste se aplico en
praoducto terminado; capsulas de Clarhidrato de Ciprofloxacina de 250
ng y los resultados de las determinaciones realizadas dan un
porcentaje promedio de 100.83% con un coeficiente de variacidn de
1.284 y all realizarse la prueba de “t Studept" los valares de
promedio, su desviacién, intervalo de confianza y coeficiente de

variacién estan dentro de los criterios de aceptacisn para la prueba.
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CONCLUSIONES:

Se ha establecido las condicicnes de tratamiento e instrumentales
para el Clorhidrato de Cirrofloxacina ast como tambiéen las etapas
escenciales de validacion y los parametros estadisticos de ejecucidn

para este método desarrollado.

El metodo se muestra sencillo, rapido, sensible, especifico vy de
bajo costo; obhjetivo que se logra a través de las condiciones de
procedimiento e instrumentales y de manera sobresaliente para la
especificidad las iongitudes de onda de excitacion (324 nm) y de
emision (425 nm) pues con ello se centra y se asegura la identidad vy
exclusividad de la determinacién en el ensayo. Fermitiendo la
cuantificacisn de este farmaco en materia prima y producto  terminado

sin presentar interferencias sionificativas en su determinacion.

FPor otra ‘parte y de acuerdo con las criterios de aceptacien y
especificaciones; los par‘émet‘r‘ns estadisticos de ejecucidn como  sont
1a linealidad del sistema, la linealidad del m&todo, la precisidn del
sistama, la precision del metodo (repetibilidad, reproducibilidad
entre analistas y reproducibilidad entre dias); asi como la exactitud
del métado estan dentro de las normas de validacisn para métodos

Espectrofluorométricos.

For la alta sensibilidad que demuestra se recomienda este metodo
como una base para ser aplicado bajo previa validacidn en estudios
farmacol®gicos y farmacocinéticos va que alcanza a detectar
concantraciones a las gque se encuentra este antibistico en los fluidos

bislsaicos.
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1.~ CARACTERIZACION DE LA HATERIA PRIMA

ESPECIFICACIONES

ldentificacion

PH

Agua

Residuos de ignicion

Sulfatos

Metales pesadas

Pureza por HPLC

ANEXD No.1

LIMITES

A. El1 weaspectro de absorcién
Infra-roja de la muestra exhibe
maximos de longitud de onda
iguales al espectro de
absorcion del estandar,

B, La intensidad y el valor de
Rt de 1a mancha principal
obtenida  por la muestra
corraesponden a 1la obtenida por
el estandar.

c. Prueba de cloruraes
positiva.
Entre 3.0 - 4.5, en una

solucion (1 en 40).
Entre 4.7% - 6.7%.
No mas de O.1%

No m&as de 0.04%
0.002%

No menos del 98.0% y no  mas
del 102.0% de Ca7HieFNals HCI.

La materia prima del Clorhidrato de Ciprofloxacina se ercuentra

dentro de especificacloneés y limites oficiales.



ANEXO No.2

1.~ Encender la lampara de Xénon y esperar 5 minutos.

2.- Encender el registrador colocando la plumilla en posicién de
stby.

3.- Colocar el arreglo de la unidad optica en base a la siguiente

tabla y tipo de analisis:

Tamaro, Arreglo y Posicidn de las rejillas

(Anchura de las rejillas en milimetros)

Arre-{Monocro- Rejilla 2 |Rejilla 3]Rejilla 4|Rejilla 5|Monocro-| Factor
glo mador. * * mador. de mul-
Rejilla 1 Rejilla | tipli=—
& cacion
Rejilla
7
+
1 1 0.5 3 3 0.5 1 0.5
2 2 1 z 3 1 2 1
3 3 2 3 3 2 3 2
4 4 3 4 4 3 a 3
¥
S S 4 3 S 4 S S

# Estas rejillas sirven para eliminar o disminuir el ruida
instrumental.
+ Alt2 rescluci®n . recomendado para identlficacion.

+» Alta sensibilidad, recomendado para el analisis de trazas.
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4.~ Encender la unidad sptica.

S5.- Encender y ajustar a cero el factor de multiplicacicn,

&.- Ajuste de ia longitud de onda:
a) La longitud de onda registrada en el eje de las "x" debe
corresponder a la longitud de onda marcada en los discos de emisidén y
excitacién de la unidad optica,
B) Ajustar la plumilla del registrador en la marca de 200mu en el eje
de las "x".
) Girar el disco de emision hasta la longitud de onda de 800 mu
corroborar que la plumilla del registrador se encuentre en 1la marca
de BOO mu en el eje de las “x".
d) Repetir (c) pero con el disco de excitacidn.
e) Colocar en la celda 1 ml de la solucidn (Sulfato de quinina 0. 1IN}
para calibrar el equipo, poner la celda en el compartimiento y
cerrarlo.
) Abrir la ventana del factor de multiplicacién y ajustar el equipo
hasta que la Hu‘orescencia sea observada, colocando el fotometro a una
sensibilidad alta.
g) Realizar un barrido en el espectro de emision y excitacion; cuando
la longitud de onda de excitacién es determinada fijar el monocromador
correspondiente para correr el espectrograma de emision y obtener el
valor maximo de fluorescencia para este espectro y verificar si el que

obtuvimos es igual al reportado en bihliografia.



APENDICE

Procedimiento de calculo para evaluar la LIKEALIDAD DEL SISTEMA:

Calcular 3

Sx = Sumatoria de la cantidad adicionada.

2
Sx = Suma de cuadrados de la cantidad adicionada.

Sy = Sumatoria de la propiedad medida.

2
Sy = Suma de cuadrados de la propiedad medida.

8xy = Suma del producto de la cantidad adicionada por la propie&ad

medida.
z
§Yi. = Suma de cuadrados de los totales.
t = Namero de concentraciones.
r = Numero de replicaciones por concentracidn.

n = rt= Namero de pares ordenados.

Calcular el valor de la pendiente (m) y el valor de 1la ordenada

origen (b), con las siguientes ecuaciones:

tn) (Sxy)-{Sx) (Sy)

M= ——————m—————————

N} (Sx )-(5x)

{Sy)—{m) (Sx)
h = ——————— s e e

n

Sa

al



Construccicn de la tabla del analisis de la varianza
Calcular:
SCr = Suma de cuadrados de regresién
2
SCr = (m) (Sxy} + (b} {Sy) - (Sy)/n
SCer = Suma de cuadrados del error de regresiédn.
2
SCer = Sy - (m) {Sxy) ~ (b)(Sy)
SCep = Suma de cuadrados del error puro.
2 2
SCep = Sy ~— (5Yi.)/r
SCfa = Suma de cuadrados de la falta de ajuste.

SCfa = SCer - SCep

99
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Tabla da ANADEVA
FUENTE DE BRADDS DE SURA DE MEDIA DE Fexpe-
VARTACION LIBERTAD CUADRADDS CUADRADOS rimental
MCr
Regresion 1 SCr §Cr Frae----
HCer
Error de SCer
rugr.ssén a-2 SCer _——
pler
Falta de HCia
ajuste (n-2)-tir-1) ECfa Ffam—=—m
HCep
Error S5Cep
pura ttr-1) SCep ————
. plep

Determinar en la tabla de la distribucion de "F" los valores para

Fenica de regreston iplrsgler: o.01)

Ferutica de la falte de ajuste plia glep: o. 0o

Calculars

2
r = Coaficiente de determinacidn.

2
2 Cn(Sxy)~(Sx} (Sy) 3

En{Sx )=1Sx)) (n{Sy }~(Sy)]




r = {oeficiente de regresion.

Sv/x = Desviacion estandar de la regresian.
1.2
‘Sy/:; = (SCer/gler)

Sb = Desviacian estandar de la ordenada al origen.

2

1 X

Sb = Sy/x B e

n {Sx ) - (Sx} /n

Determinar en la tahla de distribuciodn “t" de Student, el valor para

n-2,0, MWy,
IC{b) = Intervalo de confianza para la ordenada al origen.
IC(b) =b + ¢t (n-2: 0.07v;: # (BD)

Intercepto relativae L35,361:

Prueba de hip&tesis para la ordenada al origen (b):

Hipstesis Nula Ho: b = f3 donde: 2 = 0
Hipstesis Alterna  Hiz b # 3

Determinar en la tabla de distribucion de "t" Student:

t n-2: 0. 975;

o



Calcular "t -sxperimentalr con: la siguiente ecuacidn:

b

taxpor’xrrn.nt'dl o et St

n S(Sxi-x}

Criterios de aceptacisn:

%, 0.98, r> 0.99, b =0

Existe una relacidn altamente significativa entre la cantidad .y 1la

propiedad medida cuando:
F regreaitin > F critica glr,gler: 0.0

No existe una relacién altamente significativa entre la cantidad

adicionada y la propiedad medida cuando:
F ragremidn < F critica glr,gler: a.on

La falta de ajuste a la relacién lineal simple cantidad
adicionada - propiedad medida no debe ser estadi sticamente

significativa cuando:

F falta de ajuste < F critica glr.gler;o. 05
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La falta de ajuste a la relacion lineal simple cantidad
adicionada - propiedad medida es estadisticamente significativa

cuandos
F falta de auste > F critica pér.glerio. o

El intercepto relativo 1.R < 10.2
frueha del intercepto nulo:

Hipatesis nula‘ Ho: b = g3

Hips&tesis alterna Hit b # 2

§i t experimentat < t n-2:0.975 no se rechaza Ho la ordenada pasa por
el origen.

§i t experimeontal > t n-z: o.evs se rechaza Ho la ordenada no pasa por

el arigen.
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Procedimiento de calculo para evaluar la LINEALIDAD DEL HETODO:
Calcular :
Sx = Sumatoria de la cantidad adicionada.
2 .
Sx = Suma de cuadrados de la cantidad adicionada.
Sy = Sumatoria de la cantidad recuperada.
2

Sy = Suma de cuadrados de la cantidad recuperada.

Sxy = Suma del producto de la cantidad adicionada por la cantidad
recuperada.
z
SYi. = Suma de cuadrados de los totales.
t = Numero de concentraciones.
r = Numero de replicaciones por concentracién.
o = rt= Numero de pares ordenados.
Calcular el valor de la pendiente (m) y el valor de la ordenada al
origen (b), con las siguientes ecuaciones:

(n) (Sxy)=(5x) (Sy)

{n) (8x ) ~(Sx)

(Sy)—(m) {(Sxk)
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Construccion de la tabla del analisis de la varianza (ANADEVA)

Calculars:
SCr = Suma de cuadrados de regresién
2
SCr = (m) (Sxy) + (b)(Sy) ~ (Sy)}/n
SCer = Suma de cuadradcs del errar de regresién.
z

SCer = Sy - (m) (Sxy) - (h)(Sy)

SCep = Suma de cuadrados del error puro.
2 H
SCep = 8y - (8Yi.}/r

SCfa = Suma de cuadrados de la falta de ajuste.

8C#a = SCer - SCep

&1



Tabla de ANADEVA

FUENTE DE
VARTACTION

Regresion

Error de

ragresian

Falta de
ajuste

Error

PUro

GRADOS DE
LIBERTAD

n-2

(n=2) =t r-13" . 8CFa

tir-1)

SUMA DE
CUADRADOS

sCr

SCer

SCep

MEDIA DE
CUADRADOS

sCr

SCer

pler

SCep

glep

Foxpe-~
rnﬁentnl
MCr
Fr=-—--

MCer

MCfa
T Ffaze=--
MCep

Determinar en la tabla de la distribucidn de

Ferttica de regresidon tglrsgler; ©.01)

Feritica de la falia de ajuste (pltasplep: 6.0

Calcular:

2z

r = Coeficiente de determinacisén.

z
2 In(Sxy)~(Sx) (5y)]

"F" los valores

[n{Bx )~(Sx)) {niSy 1-{Sy)d

&2

para




r = Coeficiente de' regresiun,

el

Sy/% = Desviacisn estandar de la regresion.

f e

Sy/x = (SCer/gler)

&b = Desviacién estiAndar de la ordenada al o-rigen.

n (Sx } - {8x) /n

Determinar en la tabla de distribucion °t" de Student, el valor para t

n-2,0, 973,

IC(h) = Intervalo de confianza para la ardenada al origen.
IC{B) = b + ¢ in-2; 0.7 ¥ (Sb)

IC{m) = Intervalo de confianza para la pendiente.

ICtm) = m + £ m-2: o.p7n * (Sm)

Criterios de aceptacidén:
Cantidad adicionada contra Cantidad recuperada

r®» 0.98, r > 0.99, m = 1,0, b Z 0



Ls relatizn lineal simple de la cantidag adicionada - cantidad

recuperada debe ser altamente sianificativa.

F regresidn > F critwca igér,gler: o.01

La falta de ajuste a la relacion lineal simple cantidad
adicionada -~ cantidad recuperada no debe ser estadi sticamente
significativa.

F falta de ajuste < F ¢gir.glar: 0.0m
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Procedimiento de calculo para evaluar la PRECISION DEL SISTEMA:
Calcular:
Sy = Suma de la prapiedad medida.
2
Sy = Suma de cuadrados de la propiedad medida.

n = Numero de mediciones.

v = Valor de la media arimatica:

o = Desviacién estAndar de la propiedad medida:

1,2
2 2z
n (Sy )-{5y) ]

o =] == ———————
(n) (n-1)
C.V. = Coeficiente de variacion:
(-4
C.V. = =~ {100}
¥

&S



Procedimiento de calculo para evaluar la PRECISION DEL
Calcular:

SYi.. = Suma para cada analista.

SY{j. = Suma de las combinaciones Analista-Dia.

5Yighk = Suma de cada dato elevadn al cuadrado.
Y... = Suma total de los datos.
§Ca = Suma de cuadrados del analista:

2 2
SCa = (SYL..)/td) (r) < (Y...)/(dra)

donde:

r = Numero de replicaciones.

a
[}

Numero de di as.

a = Numerg de analistas.
§Cd = Suma de cuadrados del dia anidado en el analistas
2 2
SCd = (SSY¢ga }/r — (8Yiua)/(rd)
SCe = Suma de cuadrados del erraort

z 2
SCe = (SSSYigA) - (SSYig)/pr

&b

HETODO:



Construccion de la tabla del anilisis de la varianza (ANADEVA)

Tabla de ANADEVA

FUENTE DE
VARIACIDN

Analista

Dia

Errar

6RADOS DE
LIBERTAD

a~-1

(d-1)a

{r-1lad

SUMA DE
CUADRADOS

SCa

SCd

SCe

MERIA DE

CUADRADOS
SCa

MCa=--~
gla

sCd
HCd=—~-~
pld

SCe
HCe=-~-
ole

Faxp.

HCa
Fam-~-

HGd

HCd
Fd=e==
KCe

Fcritica

Fgla.pld

0.0

Fgld,pla

O.03%

Determinar en la tabla de la distribucion de “F* los valores para

Feritica de anclista wla gld; ©. 0

Fertlica de dla (géd-gle: 0.05)

El mstodo analitico es reproducible par:lns analfstas cuandoz

F analistas € F critica gla,pld; o.05

El m&todo analitico es reproducible en distintos dias por un aisso

analista cuando:

F diaa < F critica igéd.gle; 0.0

El método no es reproducible por los analistas cuando:

F analiatas > F eritica tpla,gld; o.00)

&7




El metodo analitico no es repruquéible en disti’ntus dias por un mismo

analista cuando:

F dias > F ‘:r‘v.l’u:ra gld.glo; 0. am
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Procediniento de calcula para evaluar la REPETIBILIDAD DEL METODD:

Calcular:

y = Media aritmética total:

donde:

n = adr

o = Dasviacidn estandar total:

172
H 2
nSSSYifk - (Ya.i)
o =
nin-1)
C.V.t = Coeficiente de variacion total:
@
€.V, ==-— X 100
v
Criterios de aceptacisns
La reproducibilidad inter-analista Y 1a reproducibilidad

inter—-di a/analista, debe de satigfacer los requisitos establecidos

para el principio de medici¢n y/o para la utilizacion del métoda.

Fanalistas < Figla.gld; o.o3 El método analitico es repraducible por

los analistas.

Fanaliatas » Figla,glit; o.o% El metodo analitico no es reproducible

por los analistas.

&9



Fdiaa ¢ Figld,gle;

Fdtas > Fepld,ple;

c.v. ¢ 3,00

0,05

o,

El m&todo analltico es reproducible en

distintos dias por un mismo analista.

El m&todo anali tico no es reproducible
en distintos dias por un mismo

analista.



Prucediniéﬂto de calculo para evaluar la EXACTITUD DEL HETODO AL 100%:
Calcular:
8y = Suma del porcentaje recuperado.
z
8y = Suma de cuadrados del portentaje recuperadao.

n = Nameroc de recobros.

y = Media aritmetica del porcentaje recuperado con la siguiente

ecuacian:

o = Desviaci¢n estandar del porcentaje recuperado con la siguiente

ecuacion:
1,2
() tsy*)r~(S5y2*

IC € x ) = Intervalo de confianza para el porcentaje recuperado:

‘ (=4
+

IC(x) =Yy t -1, D.9?%) —m—mmme——



Prueba "t" Student para la media:

Hipotesis nuta Hos % =

_ Hipotesis alterna Hoe: x # o

donde: o = 100%

Obtener en la tabla de distribucion de “t Student" el’valor de:

t tn-1, 0.975

t experimental & ——-—w-

donde:

Sx = o/ n

CV = Coeficiente de variacion:

Criterios de aceptacidn:

Frueba de hipdtesis para la media

Hipstaesis nula Ho: % = 1G0%

Hipotesis alterna Hiz x # 100%

Si texperumstal ¢ t wm-t0.97m: Ho no

se rechaza y el

puede considerar exacto con un 2 = 0,030,

Si texperimatal : t in-1.0.07m; Ho se recheza v el metodo

considerar no exacto con un x = 4,030,

3]

natodo  se

se rueda



El intervalo de confianza para la media , debe incluir el 100%,

El coeficiente de variacion debe ser menor o igual al 3.0%
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