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CAPITULO I



INTRODUCCION

Un control importante que se debe realizar a todo producto farmacéutico para garantizar su
eficacia, es el aplicar pruebas de estabilidad mediante las cuales se pueda establecer el periodo de
Tiempo en que la dosis del principio activo se mantiene dentro de un rango de actividad

péutica efectiva, asimismo permite predecir la conservacién de la presentacion y apariencia

fisica. 1)

Las pruebas de estabilidad acelerada, utilizando condiciones extremas de temperatura, humedad,
luz, etc; proporcionan el efecto que tendrian estos factores en condiciones ambientales

comunes. g,

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

los procesos que producen la degradacion del principio activo. 5,

Un aspecto del desarrollo de un método analitico es validar su confiabilidad mediante una
serie de pruebas. La validacion general incluye una evaluacica de la precisin, lincaridad,
sensibilidad, especificidad, sensibilidad, reproducibilidad y exactitud, lo cual proporciona una
medida de la capacidad def método.
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GENERALIDADES

I1. 1 ESTABILIDAD

Estabilidad es la propiedad de un medicamento o firmaco contenido en un determinado
material de empaque con el fin de mantener entre limites especificados durante el tiempo de
almacenamiento y uso las caracteristicas fisicas, quimicas, microbioldgicas y terapéuticas que
tenia en el momento de ser fabricado,

El objetivo de los estudios de estabilidad de un farmaco es establecer la vida itil y
determinar las condiciones y el tiempo de almacenamiento para asegurar la integridad de la
formulacion y/o del farmaco para que cumpla con los fines para los cuales fue creado.

Con objeto de establecer una fecha de caducidad tentativa, los estudios de estabilidad de un
farmaco pueden tealizarse en forma acelerada; se requerird de diferentes Iotes de produccion,
fabricados bajo las mismas condiciones y envasadas en el mismo material de empaque; el

periodo de tres mieses. s,

Por medio de estos estudios podrdn predecirse la estabilidad y las condiciones de
almacenamiento a temperatura de anaquel. Los estudios de estabilidad deben incluir la
determinacion de los productos de degradacion, cualitativa o cuantitativamente,

Para determinar [a estabilidad de un farmaco, se mide el tiempo que tarda en perder sus

3

propiedades, esto se logra
forma y velocidad con que interaccionan las moléculas bajo determinadas condiciones.

™

un estudio de cinética quimica cuyo objetivo es determinar la



Para determinar la fecha de caducidad es necesario, con la ayuda de los estudios de
cinética, obtener el toy, que es el tiempo que transcurre para que el 90% de la concentracion
inicial quede sin degradarse .7,

11.2.- VALIDACION

La validacion de un método analitico puede definirse como el proceso por el cual queda
establecido, por estudios de laboratorio, que la capacidad del método satisface los requisitos para
las aplicaciones analiticas deseadas. La capacidad del método se expresa, en este caso, en

términos de parametros analiticos, que son los siguientes:

a)~ Linearidad: La linearidad de un sistema o método analitico es su habilidad para asegurar que
los resultados analiticos, que pueden ser obtenidos directamente o por medio de una operacion
matematica bien definida, son proporcionales a la concentracion de la sustancia dentro de un
rango determinado.

b).» Precisién: Es el grado de concordancia entre resultados analiticos individuales cuando el
procedimiento se aplica repetidamente a diferentes muestras homogéneas del producto.

Usualmente se expresa en términos de desviacion estandar o del coeficiente de variacion.

La precision es la medida del grado de reproducibilidad y/o repetibilidad del método
analitico bajo las condiciones normales de operacion.

c).- Repetibilidad: Es la precision de un método analitico expresado como la concordancia
obtenida entre determinaciones independi realizadas por un solo analista usando los mismos
aparatos y téenicas,
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d).- Reproducibilidad: Es a precision de un método analitico como la

entre determinaciones independientes realizadas por diferentes analistas en diferentes dias en el
mismo y/o diferentes laboratorios utilizando el mismo y/o diferentes equipos.

¢).- Limite de Deteccién: Es la minima concentracion de una sustancia en una muestra la cual
puede ser detectada pero no recesariamente cuantificada bajo las condiciones de operacion
establecidas,

f).-Limite de Cuantificacién: Es la menor concentracion de la sustancia en una muestra que
puede ser determinada con precision y exactitud aceptables bajo las condiciones de operacion
establecidas.

g8).- Especificidad: Es la habilidad de un método analitico para obtener una respuesta debida
tinicamente a la sustancia de interés y no a otros componentes de la muestra.

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

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

diferentes inst los, diferentes lotes ds reactivos, diferaates lapsos de ticmpo o Jos

} H 1 4.

ensayos, diferentes temperaturas, diferentes dias, etc. La es nor p
como la falta de influencia de estos resultados de operacion y las variables en el desarrollo de!
método analitico. La tolerancia es una medida de la reproducibilidad bajo las condiciones
normales de las condiciones operacianales esperadas de laboratorio a laboratorio y de analista a

analista.

Para el analisis se utilizo la cromatografia de liquidos ya que es una téenica que proporciona
grandes ventajas como son: una mayor velocidad en los andlisis, una buena resolucion, resultados
cuantitativos, tiene una buena sensibilidad y tiene un amplio espectro de aplicaciones; ademas de
ser una técnica muy sencilla y ficil de aplicar. ;3



I1.3. EL ACIDO CLAVULANICO
La molécula de interés para este estudio es el acido clavuldnico al que corresponds el nombre
quimico de &cido 3-(2hidroxietiliden)-7oxo-4-oxa-1-azabiciclo-3.2.0-heptano-2- carboxilico

(CgHyNOy); con un peso molecular de 199.16 24g/mol y con poder rotatorio de [a]“ = +54x
(C=1.0)en DMSO,

SU FORMULA ESTRUCTURAL ES LA SIGUIENTE:

0 CH,OH

0” N (00N

El acido clavulnico es un antimicrobiano B-lactimico potente que se produce por
fenmentacion utilizando una cepa de Strepromices clavuligerns. Terapéuticamente se utiliza el
clavulanato de potasio (CK CgHgKNO,) que corresponde a la sal potésica del acido clavulanico,
el cual en combinacion con otros antibidticos es un potente inhibidor de las cepas resistentes a

los antibiéticos como las penicilinas. |,



El CK (CgHgKNO;) tiene un peso molecular de 237.23g/mol. Es un polvo higroscépico
inestable al aire y a la luz, soluble en agua, poco soluble en disolventes orgdnicos; su pH de
méxima estabilidad es de 6.39; se estabiliza en una mezcla con avice! y en ocasiones utilizando
butithidroxianisol (BHA) como antioxidante; se conserva en recipientes perfectamente cerrados y
al abrigo de Ia tuz. (o,

Se realiz6 un estudio con 60 pacientes los cuales padecian una infeccion tractourinaria
resistente a la amoxicilina a los cuales se les administrd amoxicilina con écido clavulanico; se
observd que la administracion de 500mg de amoxicilina trihidratada con 125mg de clavufanato de
potasio cada 8 horas por 7 dias erradica una alta proporcién de infecciones tractourinarias
causadas por organismos resistentes a Ja amoxicilina; la administracion con los alimentos reduce
la prevalencia de nausea. EI estudio de la farmacocinética en pacientes sanos demostrd que el
acido clavulanico no tiene efecto significativo en la absorcién, distribucion o excrecién de Ia
amoxicilina. Ambos agentes antimicrobianos fueron rapidamente absorbidos en el tracto
gastrointestinal, las concentraciones encontradas en el suero, aproximadamente 60 min. después
de la administracion, demostraron que ambos ticnen un tiempo de vida media entre 60 y 70
minutos, la amoxicilina fue recuperada en la orina en unas 6 horas, pero poco menos del 50% se
recuperd del dcido clavuldnico. g
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MATERIAL Y METODOS:

Matraces volumétricos de 100 m!
Matraces volumétricos de 500 ml
Matraces volumétricos de 1000 ml
Matraces volumétricos de 10 m!
Vasos de precipitados de 50 m}
Vasos de precipitados de 1000 ml
Vasos de precipitados de 2000 m!
Pipetas graduadas de 1 ml
Pipetas graduadas de 5 ml
Pipetas graduadas de 10 m!
Pipetas volumétricas de 3 ml
Pipetas volumétricas de 6 m!
Cubetas (para Karl Fisher)
Jeringas de vidrio de 10 m!
Microjeringas de 10 u} Hamilton
Tubos de ensayo 21#32

Gradilla

Filtros Millipore 0.5 micras
Espatula cromoniquel
Membranas Millipore 0.45 micras (HA y HV)
Crondmet ro

Papel parafilm



REACTIVOS :

Reactivo de Karl Fisher

Fosfato de Sodio Monobasico

Metanol

Cloroformo

Acetato de etilo

Acido Fosforico Concentrado

Hidréxido de Sodio 2N

Acido Acético

Fase movil utilizada para la validacion y cuantificacion del CK: Buffer de fosfatos pH 4.4 en
mezcla con metanol en una proporcion 95:5.

EQUIPQ :

Liquid Cromatrograph Varian 5000. Lamp Power Module Variable Detector UV100
Integrator Varian 4270

Columna cat 50334 Lichrosorb Rp18 (10mm)

Columna cat 50332 Lichrosorb Rp8 (5m)

pH-meter E5 16 Titriskop Metrohm Herisau

Kar] Fisher Metrohm Herisau. MultiDosimant E415. MultiBirette E48S.
3



PARTE EXPERIMENTAL

La cuantificacion del acido clavulénico se realizd por cromatografia de liquidos; se utilizo
la técnica utilizada por los Laboratorios Fermic S.A. y es la descrita en la U.S.P. XXI1.

Se utilizd conto fase mévil una mezcla de buffer de fosfatos pH 4.4 con metanol 95/5.

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

1IL.1), VALIDACION

a). Linearidad del sistema; Se determina construyendo una curva de calibracién de una
misma solucion patrén utilizando cuando menos cinco diluciones y realizando el anilisis por
duplicado para cada dilucion.

El intervalo entre las concentraciones a analizar dependera del propésito del método; para

propositos de control de calidad y de scguimiento de 1a estabilidad de un farmaco debera estar
incluido el 100% de la dosis; que en este caso corresponde a 270,0pg/ml.

CRITERIO

b~0 r>099 r2>098

b). Precisién: Se determina por el analisis sextuplicado de una misma solucidn estindar
correspondiente ai 100% establecido en la linearidad del sistema.



CRITERIO:

CV. < 1.5%

c). Repetibilidad: Se determina por el analisis sextuplicado de una solucion estandar
correspondiente al 100%; se analiza en dos dias diferentes por el mismo analista determinando la

et m e A et el

di y el coeficiente de variacion de los datos obtenidos.

CRITERIO:

CV<15%

d). Reproducibilidad: Se debe llevar a cabo cuando menos por dos analistas en dos dias
diferentes y por triplicado cada muestrs. Trabajar de manera independiente partiendo de una
muestra del producto cercana al 100%de la concentracién tedrica. g

CRITERIO

EICV total debe cumplir con los fines para los cuales el método serd utilizado.

METODO Ccv

Cromatograficos <2%
Quimicos y espectrofotométrico <3%
Microbiologicos <5%



En nuestro caso se utilizd el método cromatografico por lo que el C.V debe ser menor a
2%,

¢). Limite de deteccion: Se determina la relacion del ruido comparando estos resultados
con muestras de! analito en concentraciones conocidas y con muestras blanco estableciendo el
nivel minimo al cual el analito puede ser detectado confiablemente. La relacion sefial del ruido de
2:1 o 3:I es generalmente aceptable. Este limite ¢s subsecuentemente validado con el analisis de
un nimero conveniente de muestras conocidas preparadas cerca del limite de deteccion.

f). Limite de cuantificacién: Se mide la magnitud de la respuesta analizando un nimero de
muestra blanco y calculando Ia desviacion estindar de esta respuesta. La desviacion estindar
multiplicada por el factor usualmente 10, proporciona una estimacion del limite de cuantificacion.
Este limite es subsecuentemente validado por el analisis de un niimero conveniente de muestras
conocidas preparadas cerca del limite de cuantificacion.

). Especificidad: La especificidad del método analitico se detennina comparando los
resultados del anilisis de muestras que contengan impurezas, productos de degradacién o
ingredientes de placebo, con los resultados obtenidos del analisis de muestras puras. El grado o
concordancia de estos resultados es una medida de la selectividad.

h). Tolerancia: La tolerancia del método analitico es determinada por el anilisis de
ios por
condiciones de operacion que difieran de los paramétros especificos para el ensayo. El grado de
reproducibilidad de estos resultados se determina entonces en funcion de las variables del

Iah d:6 10

alicuotas de lotes homogéneos en dift usando

ensayo, s
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IL.2 ESTABILIDAD:

El objetivo principal de los estudios de estabilidad acelerada para el clavulanato de potasio
es determinar su fecha de caducidad en el contenedor fina! que el laboratorio ha determinado para
su venta y distribucidn. g,

El contenedor consta de una bolsa de plastico donde se dosifica el principio activo bajo
atmosfera de nitrogeno y un empaque extemo do alumino que lo protege de la luz, dentro de este
empaque se coloca silica desecante para evitar que el producto absorba la humedad del medio.

El producto se envasa en dosis unitarias de 5 Kg; para el estudio de estabilidad se tomaron
muestras de 2g; se utilizaron tres lotes diferentes y e! anilisis se realizd por duplicado. Las
temperaturas a las cuales se expusieron las muestras fue de 5, 25, 34 y 50 grados centigrados.
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RESULTADOS

IV.- VALIDACION

Tomando en cuenta que el Clavulanato de Potasio (C K) es un principio activo que es
tmanejado oo materia prima por los laboratorios Fermic, se realizaron las siguientes
determinaciones para la validacion del método analitico para su cuantificacion:

Determinacidn de Ia Linearidad del Sistema: Se determind manejando cinco diluciones:
50% correspondiente a 135pg/ml de Clavulanato de potasio (C.K); 80% equivalente a 216ug/ml
de Clavulanato de Potasio; 100% con 270ug/m! de Clavulanato de Potasio; 120% de 324 pg/ml
de Clavulanato de Potasio y finalmente 150% con una concentracion de 405pg/ml de Clavulanato
de Potasio,

Ss determinaron estas concentraciones ya que se degradd una muestra del producto puro
para demostrar la especificidad, en la cual se observd que en un mes se degrada el 10% del
producto a 50°C, y puesto que el estudio de estabilidad se llevaria a cabo durante tres meses, se

ind que la racion minima para la validacién del método furera del 50%.

Una vez determinadas las concentraciones a las cuales se realizaria la validacién det
método, se procedié a su anilisis preparando las muestras por triplicado, obteniéndosc las dreas

correspondientes y tomando un estindard de referencia se d in la concentracion final de
Clavulanato de Potasio.
Una vez obtenidos estos datos se procedio a grificar la acién adicionada de

Clavulanato de Potasio (Conc. inicial) vs. la concentracion recuperada de Clavulanato de Potasio
(Conc. final), obteniéndose una linea recta, de la cual pueden determinasse los parimetros
estadisticos de regresidn lineal: pendiente (m), ordenada al origen (b), coeficients de correlacion
(r). ( Tabla 1, Grafica 1, Fig, A)
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Determinacién de la Precisién: Se reali analisis por duplicado de 6 muestras corres-
pondientes al 100% de la concentracion del Clavulanato de Potasio (270pug/mt), obteniéndose las
dreas y determinando de éstas el coeficiente de variacion que no debe ser mayor al 1.5% por !
método utilizado de acuerdo a las especificaciones de la U.S.P XXII. (Tabla 2, Fig. B)

Determinacién de la Repetibilidad: Se analizaron 6 muestras por duplicado correspondientes al
100% de la concentracion del Clavulanato de Potasio ( 270pg/mi). Las dreas obtenidas de la
repetibilidad se analizan con las obtenidas en la precision, ya que éstas se llevaron a cabo en dos
dias diferentes, determinandose el coeficiente de variacién de todos los datos, el cual debe ser
menor a 1.5% de acuerdo a la especificacion de la U.S.P XXII. (Tabla 3, Fig. C)

Determinacién de 1a Reproducibilidad; Se analizaron 6 muestras por duplicado
correspondientes al 100% de la concentracion de Clavulanato de Potasio (270pg/ml); esta prueba
la realizo otro analista en otro dia diferente al cual se Ilevd a cabo la precision del método. A los
datos obtenidos en la reproducibilidad y los de precisién se les determind el coeficiente de
variacién que no debe ser mayor al 2% por especificacion de la US.P XXII. (Tabla 4, fig. D).

Determinacidn del Limite de Deteccién: De acuerdo a la U.S.P XXII este limite debe ser 3
veces la sefial del ruido, éste se obtiene analizando muestras blanco determinando el tamafio det
pico que producen, y tres veces esta sefial debe corresponder al limite de deteccion. En nuestro
caso no se obtuvo de esta manera, ya que al determinar [a precision se determing un coeficiente
de variacion muy elevado, se llevaron a cabo pruebas de ensayo y error hasta obtener un
coeficiente de variacién aceptable; encontrandose que con una concentracion de Spp/ml de
Clavulanato de Potasio, se obtiene un coeficients de variacion de 1.78%. (Tabla 5, Fig. E y H)

Determinacién del limite de cuantificacién: Una vez obtenido el limite de deteccion, se
procedio a elevar la concentracién hasta encontrar aquella en la cual el coeficiente de variacién
(C.V) fuera menor a 1.5%, determinandose que con 16.428ug/ml de Clavulanato de Potasio se
obtiene un C.V de 1.043%. ( Tabla 6, Fig. F).
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Determinacién de la Especificidad: El objetivo principal de esta prueba es demostrar que el
método es capaz de separar a los productos de degradacion de nuestra molécula intacta, lo
cual fue demostrado al poder observar en los cromatogramas obtenidos la separacion de
nuestros picos. (Figuras G, H, I, J, K, L, M)

Para poder observar las sefiales de nuestro interés, se modificaron las condiciones
habituales de trabajo que son velocidad de la carta de 0.25, atenuacion de 128, flujo de 1.3
mU/min; utilizando una velocidad de la carta de 0.75, atenuacion de 8 y flujo de 0.5 mU/min.

Determinacién de la Tolerancia: Se demostré la tolerancia del método cambiando las
condiciones habituales de trabajo, como el tipo de la columna, la polaridad de la faso,
demostrando que el método es capaz de separar nuestra molécula de interés de los productos de
degradacion, ademés de ser reproducible, ain modificando estas condiciones. (Fig. LLM,N,P)
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TABLA 1

a). Determinacién de la Linearidad: Se utilizaron 5 concentraciones diferentes de
Clavulanato de Potasio para determinar la linearidad, las cuales son del 50 al 150% de
Ia conc.; de los datos obtenidos se construye una grafica para determinar si el método es
lineal; determinandose la pendiente (m) y el coeficients de correlacion (r).

Concentracion Concentracién
Ciavulanato de Potasio Clavulanato de Potasic
Inicial AREA
(pg/ml) (pg/mb)
135.0 2093662.0 138.15
135.0 2066709.5 136.37
135.1 2030440.5 133.97
2159 3279463.5 21639
216.0 32613255 215.19
215.8 3284758.5 216.73
269.8 4108907.0 271.11
269.9 4104178.0 270.80
269.8 4102575.5 270.68
3240 4978694.5 328.51
324.1 4909005.5 32391
324.0 4962072.5 327.40
404.9 6075737.0 400.89
4049 6088467.5 401.73
405.1 6188040.5 408.29
m = 0.99963
b =1.923
r = 0.999637
= 0999275
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o AvEn &1 HREM BC
4, 973 1.7 1955 61
H 3‘5.337 3,62 211€449 91
L 1GTRL 104, 221793
Lr ey
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15¢1i/92 12118138 Che "W pam 3,
FILE 1. PETHOD 6. Ron 1 IHDEX 16
* PERKE AREF, RT AREA BC
1 0.9 167 a2
H 67 3 2208 03
3 itz 291 3:92200 0L
C1OML dow 3ie1887
W2 3
ﬂg; s
- 2,66
29712792 12136136 CHe A" PSs 1,
FUE 3. BETHOL U, RUH 24 INDEX 24
PEARS RREAY 3] ARER BC
3 1,51 4% 02
2 LES, 2454 02
3 2.7 1565 03
‘. 2,88 4107142 01
T07AL ve. 4111506
CHANNEL THIECT  (2¢12/92 13101103
XS
= £ 9¢
29/12/5% 42108183 CHe "A" PEs 1,
¥k a HETHOD @ KON 25 INDEX 23
PEHKS HKERY RT ARE# BC
1 0,0 168 4333 83
2 ¥, 643 2,67 4559789 01
Ot 10v, 49523220
oy e
29/12/92 19182001 Che A% pse 3,
FILE 1, “EthOL v, Run 3¢ INDEX 34
PERKY RRER 3 AR BE
3 8,005 1LY 457 02
< 0, e3¢ 1,68 2243 02
3 v, 365 183 66 b
4 9,031 138 3117 83
3 93,695 .78 6938861 01
L e, L 46990%a




TABLA 2

b).- Determinacién de la precisién: Se anali 6 muestras por duplicado al 100% de
la concentracién (270ug/mi), obteniéndose las siguientes areas y su coeficiente de variacion
(C.V).

MUESTRA AREA
1 4099495
4102880
2 4013122
4008256
3 4060909
4087894
4 4106324
4050030
5 4125631
4087681
6 4048455
4060292
7 4060395
3989603
8 4007520
4036419
9 4048054
4012186
10 4089621
4095058
11 4085144
4094750
12 4036781
4127225

X = 4063905.208
DE = 39473.89506

Cv= 097
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CHANMEL B TWJECT 23/42092 12115164
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A B2
raE]
23/12/92 12115188 CH= "R PS= 1,
FILE 1, METHSD 0.  RUN 23 INDEX 23
FERKN  RKEMZ KT RREA BC
1 6613 LY 580 01
2 Q.0e6 1,62 2335 01
5 99.81% 2,75 2930123 o4
TOTRL 100, 3935292
CHAMKEL B IWJEGT 23/12/32 12119t24
| 21
Q4 Lo
. ——— Lo iD
23/12/9% 12149:24 = "A" PS= 1,
FILE 1. METHOD ©.  RUN 24 IMDEX 24
PEARN  HRER RT AREA BC
1 0019 1.4y 750 82
3 6,09 1.62 3634 03
3 99,891 2,76 448054 G1
e aee. 4652458
CHRHNEL B DWJECT  23/12/32 12124105
L Aza
s
'—?Efg** PXE)
" 23/12/97 12124105 tHe "R PSe 14,
FIE 1. METHCD 6 RUN 25+ TWDER 28
FERKN  RRERY R AREA BC
1 G023 1.5 523 61
y @081 1.63 2056 €1
3 95,93 .76 4pa2185 BL
TOTAL 186

4814769




TABLA 3

¢).- Prucha de Repetibilidad: Se analizaron 6 muestras por duplicado al 100% de la
concentracion (270pg/mi). De las areas obtenidas en precision y repetibilidad se determino el
coeficiente de variacion (C.V).

DIA 1 DIA 2
4099495 4008510
4102880 4068264
4013122 4038164
A 4008256 4046115
4060909 4090226
4087894 4022121
4006324 4100664
4050030 4033558
R 4125631 4002637
4087681 3983847
4048455 3994313
4060292 4025691
4060395 3958173
3989603 4001440
E
’ 4007520 4008215
4036419 3985924
4048054 4027426
4012186 4069457
4089621 3978475
A 4095058 3971827
4085144 4036386
4094750 4054651
4036781 3937717
4127225 3915105

X = 4039429.813
DE = 48441.967
cv= 12
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CHRHNEL A

THIECT  95/91/92 0
A2l
— 585
381,33 BRI38122 s CRY P3RR,
FILE 4. AETHOD Q. RUH B INDER 3
FERAKA HEERAT KT ARER BC
W Y edz 2%4% a2
2 EENV] 2 4B44E2L 91
TWing aug, 4947466
CHRNNEL R LHJEST  95-34092 08142302
! A2 1
= ifpate > —er-—
falte PEE:E)
HBE/GLeA3 §3141102 ChH= “A* Pya 1,
FlLE 1. MeTdul o, RUN 19 INEER 20
FERKH AREAY RT fAFER BC
1 9, 331 1,63 2574 02
& 0, B892 24 2n94 22
3 2,316 2,92 <18 92
4 98,941 2,88 1320797 o3
fUTHL dui, 3326943
CHANNEL H THIECT 96781793 65148153
e
zeor
N B6/0L/92 5349393 CHs “R" 3= L
FILE 1. METHOD @, RUN 21 INBEX 11
FEfR N AREAZ RY AREA BC
1 Q, 54 1,83 2544 93
2 93,936 2,80 1374932 01
fOTRL 119, 3577048




TABLA 4

d).- Prueba de Reproducibilidad; Se analizaron 6 muestras al 100% de la concentracién
(270pg/ml). De las areas obtenidas en reproducibilidad y en precision se determind su
coeficiente de variacién (C.V).

ANALISTA 1 ANALISTA 2
4099495 4036403
4102880 4064725
4013122 4085732
4008256 4101619
A
4060909 4094345
4087894 4045125
4106324 3988118
4050030 4044621
R 4125631 3920707
4087681 3974499
4048455 4014300
4060292 4065300
4060395 4033362
E 3989603 4006915
4007520 3922120
4036419 3963928
4048050 4040838
4012186 4050132
A 4089621 3985993
4095058 4043339
4085144 4000369
4094750 3991482
4036781 4051202
4127225 4050376

X =4043943.229
DE = 4761920568
cv=1I8
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f-rli < B2
. 34/61/93 11157353 CHs “R"  FS= 1,
FILE A, METHOL @, RUH 42 INDER 43
FEfikn HREAZ RY ARER BC
S 6, 8a? 1,61 4930 01
z 99, 53 2.82 4180664 01
10THL 109, 4102594
CHANNEL A IMUECT  84/01/93 12102157
HZ 1
[ 5
84/01/33 12181157 CH= “R" PS= 1.
FILE 1. METHOD O, RUN 14 INDER 44
PEAKS HREAR ®T ARER BC
1 103, %2 4033953 01
TOTAL 108, 4033856
CHANNEL # INJECT  94/01/92 12108516
W2 1
~ PAEEY
B4/61/93 1216611€ CH "H" PS= 4.
FILE 1. HETHOD @, RUK 15 IHDER 45
FERRKE AREFY KT fIRER BC
1 106, 2,81 4062637 01
TOTAL 146, 4002637




TABLA 5§

e).- Determinacién def Limite de Deteccion: Se analizaron 12 muestras diferentes con
una concentracion de 8pig/ml de Clavulanato de Potasio, de las areas obtenidas se determiné el
coeficiente de variacién (C.V), el cual da un valor de 1.78%.

MUESTRA AREA
1 148714
147772

2 141687
142058

3 144874
144812

4 144592
142876

5 141070
147359

6 137618
140554

7 141193
139752

8 142375
145460

9 141921
138804

10 143755
143615

1 144967
143382

12 142286
145310

X =143033.5833
DE =2549.431718
CV=178
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VHRANMEL A INJECT  @5/06/33 11146:07

L A2 1
e 00
Q5706793 14246:07 CHe "A"  P$= 4,
FILE 1. HETHOD @. RUN 17 INDEX 47
PEAKN FRERAY RT AREA BC
1 108, 2,77 439752 01 .
TOTAL 148, 139792
THANNEL @ INJECT ©6/96/93 11150102
_L RZ 1
P e Eevi
6/06/93 11150182 PSa 4,
FILE 4, WETHOD  @. RUN 18 INDEX 18
PERKH AREAZ RT AREA BC
1 108, 2.77 142375 @1
TOTAL e, 142375
CHAMNEL A IHJECT  05/86/33 11155387
_L HZ 1
— Za il
¥6/05/93 14155107 CHe “A" P3a 4,
FILE 1. METHOD 9, RUN 19 THDEX 139
PEAKY AREAY RT ARER BC
1 1uve, 2,77 145460 01
10ThL 130, 145430




TABLA 6

f).- Determinacién del Limite de Cuantificacidn: Se analizaron 12 muestras de
Clavulanato de Potasio con una concentracién de 16.428ug/mi; a las areas obtenidas se les
determing el coeficiente de variacion (C.V), el cual tiene un valor de 1.043%.

MUESTRA AREA

1 244279
240942

2 241253
240562

243918
243594

w

4 244969
242743

5 241505
243663

6 243678
240585

7 241193
242030

8 240832
248900

9 240619
248786

10 239902
243785

11 243570
246232

12 240518
239005

X =242794.2017
DE = 2532495229
CV = 1.043
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) - Especificidad:

Para determinar a especificidad, primero se degradd una muestra del producto a
50°C por tres meses, de esta manera logramos que en el cromatograma aparecieran tres picos,
uno correspondiente al agua ( ya que el producto estd disuelto en agua), otro correspondiente
a nuestso producto intacto de interés; y un tercero correspondiente al producto de degradacion,
(Fig. G).

Se dice que existe un pico debido al agua, ya que al inyoctar ¢l blanco (en este caso agua
porque es donde se tiene disuelta la muestra) da el pico que se observa en los cromatogramas
obtenidos en la especificidad. (Fig H).

Posteriormente se procedié a cambiar la polaridad de fa fase mévil para corroborar
de esta manera que solo se tenia un producto de degradacion, la muestra se dejo correr
por 60 min., para corroborar que no aparecian mas sefiales. (Fig 1, J). Todos estos analisis
se llevaron a cabo utilizando una columina para fase inversa Cg. Una vez que se comprobo
que con las distintas fases moviles no aparecian mas sefiales en la columna utilizada, sc
procedid a biar a otra col (para fase inversa Cy). (Fig. K, L y M ). Pana
comprobar la especificidad se realizd otro tipo de cr grafia, la grafia en capa

fina; se utilizaron dos tipos de fases moviles:

(1) Acetato de etilo- Metanol- Agua- Acido acético 60:30:9:1

(2) Metanol- Cloroformo- Acido acético 50:50:1. ( Fig. P).
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A continuacion se dan las composiciones de las fases méviles utilizadas y se anexan
los cromatogramas obtenidos.
Fases moviles utilizadas:

- Buffer de fosfato de sodio monobasico/ MeOH 95/5

- Buffer de fosfato de sodio monobasico / MeOH 90/10

- Buffer de fosfato de sodio monobasico / MeOH 85/15

- Buffer de fosfato de sodio monobasico / MeOH 80/20

- Buffer de fosfato de sodio monabasico.

- Buffer de fosfato de sodio monobésico / Agua 95/5.

- Buffer de fosfato de sodio monobasico / Agua 90/10,

- Buffer de fosfato de sodio monobasico / Agua 80/20.

- Buffer de fosfato de sodio monobésico / Agua 70/30.

- Buffer de fosfato do sodio monobasica / Agua 50/50.
Todos los buffer se prepararon con un pH inicial de 4.4 + 0.05; la mezcla con la cual se
observd una mejor separacion de los picos fue con la del buffer/agua 80:20. (Fig. K).

COLUMNAS UTILIZADAS:

Columna cat 50334 Lichrosorb RP-18 ( 10 um)
Columna cat 50332 Lichrosorb Rp-8 ( 5 ym)
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IMIECT - A7/704292 13120155
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Fig 0).— Doterminacién de lu esrecificidad utilizidndose como fase mévil uni mezcla de buffer defosfatos
A 4.4 con metanol en una proporcién 95/5, atenurcidn de 8; velocidud de 1 enrta de 0.75 y fluio de fi.5m1 /min.
(10) Estdndary (20) Muestra degradada a S0 grados centigrados.

(1) respuesta debidn al agua,
(2) respuests correspondiente a la moléculu de interés (CK)
(3) rospuesta debida al producto de degradacién.
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Fig O).- kn los siguicntes cromatogramits se observi la respuesta debido al agua,

que ea nuestro blanco, puesto que es el diwolvente del Clavulznato de Potusio.
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Fig J).- Determinacién de la especificidad vtiliznndo como fune mévil una mezcla de buffer pH 4.4/arua en las
sigutentes proporcionest (1J) 90/10 ( estdnd:r de <K); (23) 90/10; (37) B0/20; (43) T0/30; (5) 50/50.

(1) respuesta debido al agua.
'(2) respuesta debido al producto de degradacidn.
{3) respuesta debida al Clavulunato de Potunio.
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Fig K).— Determinucién de la especificidad utilizando como fase mévil una mezcla de buffer pH 4.4/

agua en una proporcién 80/20, dejundo corres las muestras cerca de 60 ndn. (1K) estdndar; (2¥) mues—

tra
(1)
(@)
(3)

degradadz a 50 grados cuntigrados.
respuesta debida al apgua.

respuesta debido ul producto de degradacién.
Tespuesta debids al Clavulanato de Potasio.
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Fig L)e— Dotemeinicidn de le especificidad para la wvalidacién del flavulunato d- Potasio,
utilizando como fis~ mévil una mezelia de buffer de foufatos pH 4.4, utilizando una colum—
na  Cg.observardose el misme nimero de serules (3) que en 1a cclumna C,g

1) respuesta debida al awuz.
2) respucat:. debida al producto de degradneibn.
(3) respuesta debid sl Cl:vulanato de Potasio.

(1L) estindar; (21) muestra dogradada.
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INIECT  24/9479) 311438

CHANMEL R

() (3) () - (2)

INIECT 2070679 13121158

(1) ' (1)

CHANNEL R

Fig M).-Doterninacién de lu especificidud utilizindo como fase mévil una mezcla de buffer
pH 4.4 con agua en una proporcidén BO/20, columna ca; observandose tumbién la tolerancia
del método a los cambios de polaridad d: la fuse mévil y al combio de columna.(1M) estén—
dary (2M) nuestra degradada.

(1) reapuesta debidu al agua.

{2) respuesta debido al yroducto de degriducién.

(3) reopuestu debide sl Clavulanato de Potuslo.
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Fig.?).— Cromatograffa en capa fina utilisando dos distintan fases méviless

(IP) Acetato de etilow metanol— agua-—

(m) Ketanol~ cloroformo- dcido acético. 5035011,

(1) clavulanato

(2) Producto de degradacién

(1) Esténdary (B) Muestra degradada a 50 grados.

&oido acético, 601301951,




1).- Tolerancia:

La tolerancia fue demostrada cambiando la polaridad de la fase movil, utilizando aquelta en
la que se observd una mejor separacion de los picos, que fue fa mezcla del buffer de fosfatos
pH 4.4 con agua en una proporcion 80:20, ademis de utilizar fa mencionada en la U.S.P.XXII;
que consiste en una mezcla del buffer de fosfatos con metanol en una proporcion 95:5,
utilizada normalmente para cuantificar al clavulanato de potasio; estas fases se emplearon en
el uso de otra columna, ya que para la cuantificacion de! CK se utiliza una RPyg, y se utiliza
una columna RP, para demostrar que solo aparecen los picos de interds, es decir, uno
correspondiente al clavulanato v otro al producto de degradacion; demostrando de esta manera
que el método es tolerable y reproducible (esto se comprobo al observar que no cambiaban
las areas al inyectar repetidamente estindares) a los cambios de operacion realizados. (Fig. L,
M,N).
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EJEMPLO DE LOS CALCULOS REALIZADOS, UTILIZANDO LOS DATOS
OBTENIDOS EN LA DETERMINACION DE PRECISION.

X = Cada valor individual.

n = Niimero total de datos = 12

IXi

4099495+4102880+4013122+...,.+4094750+4036781+4127225

>l
W

X = 4063905.208

(4099495-4063905.208)2+(4102880-4063905 2082+ +
(4036781-4063905.208)2+(4127225-4063905.208)

; DE=
: 23
' DE = 39473.89
30473.89
‘ Ve *100
i 4063905.208
cvV=097
4




1V.2 ESTABILIDAD

De los datos obtenidos, se procedio a di inar el orden de reaccién graficando la

concentracion contra el tiempo para los tres ordenes de reaccion mas estudiados: cero, primero y
segundo orden.

De donde se obtuvieron las mejores lineas rectas a las diferentes temperaturas y el valor
de los contrastes obtenidos mas homogéneos, se deduce el orden de reaccién que lleva a cabo
nuestro producto en estudio.

A continuacién se un gjemplo de los datos obtenides para determinar el orden de

4

reaccion, utilizando las siguientes formulas:

Orden Cero

C=Co-Kt

Primer Orden

logc =log Co - Kt

Segundo Orden
1 _ I 1
C Co Kt

Y utilizando los valores de un solo lote a las diferentes temperaturas, para observar en
cual orden de reaccion se obtienen las mejores rectas.
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DETERMINACION DE LA CINETICA DE DEGRADACION

Ejemplo del andlisis realizado para determinar el orden de reaccion que lleva a cabo nuestro producto
en su degradacidn utilizando los datos de concentracién obtenidos del lote 1 a ias diferentes temperaturas.

CINETICA DE DEGRADACION
DETERMINACION

. gy R
B,

Concentracion (ug/mg)
€ 8 8 &8 &8 8 g8 8

g

<

1
815182228 9% 109

Tiempo (Dlas)
+9°C ,25°C . 34°C . 50°C

ol
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DETERMINACION DE LA CINETICA DE DEGRADACION

Ejemplo del anélisis realizado para determinar ¢l orden de reaccién que Heva a cabo nuestro producte
en su degradacién utilizando los datos de concentracién obtenidos del fote 1 a las diferentes Lemperaturas.

ERIMER ORDEN
TS0
(RIS} & =3 = 30 o
a Z.5 T.97 Z.0 -
1 2,915 2.913 2.9123
2 2.915 is 21907
3 2:91a a1
8 2.917
15 2.916 2.913 2.908 2.875
18 2:912 2,905 2.835
22 2.918 2l832
28 2.915
32 2.913 2.900 2.897 2.82
60 2.891 2.764
as 2.a93 2.726
90 2.904 2.875 2.708
109 2:802 2.8686 2:R71 5.66

CINETICA DE DEGRADACION
DETERMINACION

[

o

“v
T

5
f
|

{
i

Concentracion (ug/mg)

[
o
L4
T

L L L I
60 8 90 109

g
-

é lIS 18 2IZ 2‘8 3I9
Tiempo (DIAS)
=5°C 25°C . .34°C 550°C
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DETERMINACION DE LA CINETICA DE DEGRADACION

Ejemplo del analisis realizado para determinar ¢l orden de reaccién que lieva a cabo nuestro producto
en su degradacién utilizando los datos de concentracién obtenidos del lote 1a las diferentes temperaturas,

c.001238

nn o.0012ve
®0| o.co1247
soel 90.0919s3 ooo1al oooisaw| 90crvrea

CINETICA DE DEGRADACION
DETERMINACION

~
-

=2
-] L4 ~
T ¥ 1

=
1
T

‘Thousandths
PN
T

14 | D/a——ﬂ
13 — e
12 _E/Oég—‘ﬁ‘ % &

1.1 ! ! | S| l 1 L 1 ! !

15 18 22 60 8 9% 109

Tlempo (Dlas)
«53°C ,25°C . 34°C . 50°C

Concentracion (ug/mg)
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Después de realizar un analisis preliminar para deterrminar el orden de reaccion se
obtuvo que fa cinética que se lleva a cabo es de primer orden, por lo tanto, para determinar el
valor de la constante se utilizo la misma formula para procesar los datos y obteter el valor de 1a

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

logC = log Co- Kt
Kt
m=
2303
b =1log Co

porlotanto: K=-2303*m

Para determinar la fecha de caducidad y la energia de activacion se graficaron los
valores promedios de las constantes contra el inverso de las temperaturas, de donde sc obtiene:

logK=logA-
RT
log K
T
Ea
m=.___ _ __ porlotanto
2303*R

Ea=-2303*R*m
b=log A
4



Una vez obtenidos estos valores se puede obtener, directamente de la grifica o
sustituyendo valores en la ecuacion general, el valor de Ia constante a cero y cinco grados.

Con la ion de ty, correspondi a una cinética de primer orden, se pueds
d inar la fecha de caducidad a la temy a de al je del producto.
0.106
%:
K
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RESULTADOS OBTENIDOS EN EL ESTUDIO DE ESTABILIDAD

Una vez terminado el estudio de estabilidad acelerada para el Clavulanato de Potasio, se
procedié a realizar un anélisis de los resultados obtenidos para determinar su cinética de
degradacion para lo cual se utilizaron las formulas de cinética quimica; se graficaron los datos
obtenidos relacionando la concentracion con el tiempo para cada temperatura, obteniéndose el
valor de las constantes de equilibrio (K); posteriormente se procedib a determinar la fecha de

ducidad del producte (Clavul de Potasio) relacionando las btenidas con la
temperatura de acuerdo a I2 ecuacion de Arrhenius (descrita mas adelante).

De los datos obtenidos, algunos fueron descartados puesto que no eran congruentes a los
demds, con esto se quiere decir que no se ajustaban dentro do las grificas obtenidas, para
justificar el no haberse tomado en cuenta se procedi a realizar un analisis estadistico descrito
mas adelante.

48



ESTA TESIS WO DEBE
SAUR DE LA DIBLIOTECA

ESTABILIDAD DE CLAVULANATO 5°C

log € = log Co - Kt
Yy =b -~ mx
m= K/ 2,303
LOTE 1 Salida_de Ragresidnt
TIEMPO|CONCENTRACION]LOG.CONC] pH | VHUMEDAD Constante 2.9190397
{DIAS) {pg/mg) {1a/mg) Err 5td de Y Est 0.0007594
0 31 2.92] 6.7 Q.1 R al Cuadrado 0.9878528
8 826 2,917 6.7 0.12 N: de Observaciones 8
15 824 2,916} 6.7 0.28 Grados de Lihertad 6
22 822 2,915(6.65 0.31
28 822 2.915{6.65 0.4 Coeficiente(s) »~0,00016
36 820 2,91416.65 0.58 Err 8td de Coef, 7.2E-06
90 802 2.904| 6.8 0.62
109 798 2,90216,85 m = -2E-04
K = 0.0004
LOTE 2 Salida de Regres
TIEMPO|CONCENTRACION |LOG.CONC pH | VHUHEDAD Constante 2.9100131
{DIAS] (ug/mg) (ug/mq) Err std de Y Est 0.0004829
0 8l4 2.911(6.75 0.2 R al cuadrado 0.9766825
8 813 2.91| 6.8 0,28 N: de Observaciones ]
1% 811 2,90916.75 0.49 Gradoa de Libertad 6
22 813 2.91| 6.7 0.6
28 811 2.909| 6.7 0.87 Coeficienta(e) »-7.3E-05
b1 809 2,908 6.7 1.08 Err std dn Coef. 4.6E-06
90 802 2.30416.7S 1,22
109 800 2.903) 6.7 1.35 m = -7E-05
K = 0.0002
r = 0.9894
LOTE 3 _ . Salida de Reqgresidn:
TIEHPO|CONCENTRACION |LOG.CONC| pH | tHUMEDAD| Conetante 2.9150183
{DIAS) {pg/mq) {pg/mg) Err Std de Y Est 0,0007011
0 822 2.9151°8.9 0.5 R al cusdrado 0.9737844
8 820 2.914] 7.5 0.41 N: de Observaciones 8
15 :3%:3 2,913)7.05 0.5 Grados de Libertad 6
22 a1s 2.513 7 0.5
28 815 2.91117.0% 0.5 Coeficlente(s) »-0.00011
36 816.5 2.91217.25 0.58 Err Std de Coef. 6,7E-06
90 802 2.90417.35 0.68
169 800 2.%903] 7.3 0.74 m = -LE-04
k = 0.0002
r = 0.9898

Promedio de las K'm a 5 °C = 2.6330E-4
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ESTABILIDAD DEL CLAVULANATO 25 °C

LOTE 1 5alida de Reqresiént
TIEMPO| CONCENTRACION | LOG.CONC. i { % Himedad Constante 2.916852
(DIAS) (ug/ma) | (ug/mg) Err Std de Y Est 0.001796
[ 831 2.92 0.1 R al Cuadrado 0.978002
1 822 2.915 0.1 N|| de Observaciones 9
2 822 2.915 0.25 Grados de Libertad
3 820 2.914 0.6
15 818 2.913 0,6 coeficlente(s) »-0.00028
18 816.5 2.912 0.61 Err Std de Coef.0.000016
38 809 2.508 0.84
85 782 2,893 Q.96 m = -3E-04
109 169 2.886 1.5 K= 0.0006
r = 0,9889
LOTE 2 galida de Reqresidnt
TIEMPO| CONCENTACION | LOOG.CONC. % Hamedad Conatante 2.908793
(DIAS) {ug/mg) {ug/mg) Err Std de Y Est 0.001357
0 814 2,911 0,2 R al Cuadrado 0.977697
1 007 2.907 0.18 N: de Observaciones
2 811 2,909 0.48 Gradoa de Libertad
15 802 2,904 0.6
18 802 2.904 0.8 Coeficients(s}) 1-0.00024
a2z 798 2.902 0.97 Err Std de Coef.0.000013
39 794 2.9 1.18
49 705 2.895 1.28 m = 0.0002
70 780 2.892 1.35 K= 0.,0006
109 764 2.983 1.6 r = 0.9888
LOTE 3 Salida de Regresidnt
TIEHPO) CONCENTRACION | LOG.CONC. % Humedad Constante 2.911271
(DIAS}| (pg/mg) {ngimq) Err Std de Y Est 0.002638
Q 822 2,915 0.5 R al cuadrado 0,970669
(] 813 2,91 0.51 N: de Oboervaciones ]
2 81) 2.91 0.56 Gradon de Libertad
3 811 2,909 0.54
8 805 2.506 0.9 Coeficiente(s) :-0.00032
32 802 2.904 1.1 Ert Std de Coef.0.000023
90 758,5 2.88 1.2
109 755 2,878 1.1 o o= -3E-04
K= 0.0007
r = 0,94952

Promedio de las K's a 25 "C = 6.448E-4
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ESTABILIDAD DEL CLAVULANATO 34°C

Promedio de las K's a 34 °C = 1.036E-3

LOTE Salids de Ragresidn:
TIEMPO!concENTRAGION |LOG.CONC| pH | % Himedad Constante 2.91436092
(o4 /m /mg) Err std de v Est 0.00264762
0 831} 2.9196] 6.7 0.1 R al Cuadrado 0.97742009
1 817.5) 2.9125} 6.85 0.12 N: de Obmervaciones 10
2 822] 2.9149| 6.8 0.21 Grados de Libertad 8
2 8l2} 2.5098] 6.9 0.54
15 0809| 2.9082| 6.9 0.6 bfieienta(a] X -0.0004119
18 804} 2,9083} 6.95 0.74 Err std de Coef. 0.00002213
s 7881 2.8968| 7.05 0,97 m = 0.00041
60 778.5) 2,8913] 7.1 1.1 ¥. = 0.0009442
90 750.5} 2.B754; 7.05 1.36 r= 0.9886
109 743 2.871) 7.1 1.5
LOTE 2 Salida do Regreaién:
TIEMPO| cONCENTAACION [LOGCONC| pH | % Humedad Constante 2,90522517
(DI {pg/mg) /mq) Err std de Y Est 0.00472324
[} B814| 2.9104] 6.75 0.2 R al Cuadrado 0.97004487
1 808 | 2,9074| 6.65 0.6 N: de Obssrvacionea 10
2 809 | 2.9073] 6.8 0.66 Gradon de Libertad 8
3 798.5] 2.9023] 6.95 1.17
16 773§ 2.8882[ 6.95 1.22 Coeficiente{s} X ~0.0005951
a9 753.5| 2.87711 7 1,35 £rr std de Coef. 0.,00003722
60 731 2.8642 7 1.34 me ~0.006
85 716| 2.8552] 7.1 1.6 K= 0.001382
$0 707 2.8497] 7.05 1.8 r- 0.9849
109 701 2.846] 7.1 1.86
LOTE Salida de Regresidnt
TIEMPO] concentAacion [LOG.CONC| pR | % Himedad Constante 2.91242486
{DI (g /m /mq) Err Std de Y Est 0.00246499
R al Cuadrado 0,97531474
Ni de Observaciones 8
0 822 2.9151 6.9 0.5 Grados de Libertad 6
2 016 2.912| 6.9 0.4
3 807 2,902} 7.05 0.84 coeficiente(s) X -0,0003432
18 805 2.906 7 0.83 Err Std de Coef. 0,00002228
39 798 2.902} 7.1 0.9 m= -0,00034
49 784.5 2,895 7.1 0.97 X = 0.000783
90 761.5 2.882) 7.35 1.16 r - 9
109 748 2.874} 7.3 1.17
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ESTABILIDAD DEL CLAVYULANATO 50 °C

LOTE 1 Salida de Regreeién:
TIEMPO [concenmscon |LOG.CONC. pH [ Himedad Constante 2.910749
ADIAS)| {pg/mqg} | (pg/mq) Err Std de Y Est 0,012114
[] 831 2.92 6.7 0,1 R al Cuadrado 0,980233
1 818 2,913 6.7 0.% N3 de Observaciones 13
2 B806.5 2.907 6.8 0.9 Grados de Libertad 1
14 749.5 2.875| 7.05 1.13
17 716 2.855 7.1 1,53 Coeficiente{s) X -0,00222
21 712 2.852] 7.05 1,86 Err 5td de Coef. 0.000095
a5 663 2.822| 7.45 2,37
42 673 2.828| 7.45 2.22 m= 0.00222
52 661 2,82) 7.65 2,95 K = 0.005113
69 581 2.764 8.4 3 r o= 0.5901
84 531.5 2.726 8.5 3.7
90 510.5 2.708{ 8.55 4.25
108 457.5 2.66] B8.55 4.44
LOTE 2 Salida de Regresidn:
TIEMPO|concenmacion |LOG.CONC, pH | % Himedad Constante 2.88571
{DIAB)| i{pa/mg) | {pg/mq}) Err s5td de Y Est 0.017843
0 814 2,911 6.75 0.2 R al Cuadrade 0.960817
1 796.5 2.901 6.8 0.7 N: de Observaciones 13
2 746 2.873| 6.95 .87 Grados de Libertad 11
14 686 2.837 7 1.35
17 671 2.827| 7.05 1.6 Coaeficiente(s) X ~0,0023
21 662.5 2.821] 7.15 2.08 Err std de Coef. 0.00014
3% 622 2.794 T3 2.3
42 625 2.796| 7.65 2.3 m o= 0.0023
52 598 2.1 7.5 2,984 K = 0,005296
69 561 2,749 8.2 2,96 r = 0,90802
84 471 2.673 8.4 3.49
90 496 2.696 8.5 4.5
108 424 2.627| 8.65 5.01
LOTE 3 Salida de Reqresidn:
TIEMPO |concenmacion |LOG.CONC pH | % Homedaq Constante 2.911754
(DIAS)| (pg/mg} (pg/mq) Err Std de Y Est 0.008242
[] 822 2,915 6.9 0.5 R al Cuadrado 0.988416
1 814 2.911 6.9 0.5 N: de Observacionan 13
-2 097 2.907) 7.05% 0.6 Grados de Libertad 11
14 762 2,882 7.05 0.9
17 743 2.871| 7.1 1 Coeficiente(s) X =-0.00198
21 137 2.868 7.3 1.03 Err Std de Coef. 0.000065
35 695.5 2.8427 7.5% 1.3
42 667 2.824| 7.55 1.4 m = 0,001598
52 645.5 2.81 7.8 1.8 K = 0.004559
69 611 2,786 8.1 2.41 r =  0,9942
84 573 2,158 8.3 3.34
90 547 2.738 8.4 3.76
108 471.5 2.679] 8.55 4.45

Promedio de las K's a 50 °C « 4.99E-3
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ESTUDIO DE ESTABILIDAD DEL CLAVULANATO

Ecuacién de Arrhenius

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

logK = logA - (Ea/R)(1/T)
y=b-mx

m = -Ea/2.303(R)

T (°K) I/T (°K) K
(PROMEDIO) (PROMEDIO)
278 0.003597 0.000263 -8.23
298 0.003356 0.000645 -7.36
307 0.003257 0.001036 -6.88
323 0.003096 0.004989 -5.30
_ Salida de Regresion
Pendiente 11.794751
Error estandar 0.4156952
R al cuadrado 0.9237693
Niim. de observaciones 4
Grados de libertad 2
Coeficiente(s) en X -5.632722
Error Std. de coeficiente 1.1441591
m =-5632.72
Ea= 28345

Ka 0°C =1451E4
Tog a 0°C = 1.98 ANOS
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ANALISIS ESTADISTICO

De los datos obtenidos en el estudio de estabifidad acelerada del Clavulanato do Potasio
{CK); existen valores que no se ajustan at modelo matématico desarrollado; que en este caso so
trata de una linea recta con pendicnte negativa, por lo cual estos valores tuvieron que descartarse;
para tal efecto se realizé un analisis estadistico con el cual se puedan estudiar varias variables o
poblaciones; por lo que se utilizo un analisis de varianza que es una técnica mediante la cual la
variacion total presente en un conjunto de datos se divide en varios componentes, cada una de fas
cuales tiene asociada una fuente de variacion especifica, de manera que en el andlisis es posible
conocer la magnitud de las contribuciones de cada fuente de variacién a [a variacion total.

En este analisis estadistico tendremos que determinar el valor de una Fo (F Calculada) que se
determina con los valores obtenidos en nuestro estudio; y comparandola con la FT (F Téorica), a
cual se obtiene direc de tablas c iendo el valor de nuestros grados de libertad (g.1)
entre tratamientos y Jos g.l. de ervor residual.

Se planteardn wna Hipitesis nula (Ho) y una altemativa (H1); las cuales analizaremos de

do al sigujente criterio de ion:

Si Fo < Ft se acepta Ho
Si Fo < Ft se rechaza Ho y se acepta HI.

A continuacion se describen las formulas wtilizadas:
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TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA

Fuentede } Grados de Suma de cuadrados ‘Varianza o cuadrados
Variacién libertad {(SC) medios F Calc. F Teorica
- (CM)
k SCerat CMirar
entre K-1 T Ok.jo_ x M_ = F Calc= Fteor=F
tatamientos =t m N =SC_, k-1 CMarror 1- &, ke, NK
k nj k  x%j SCerrar
del error N-K = X X%j-X = SCerror | CMerrar =
=1 j=1 =1 nj N-K

60




TABLA DE ANALISIS ESTADISTICO
TEMPERATURA : 5 grados

Ho = El modelo sa ajusta adacuadamenta a los datos
H1 = Elmodelo no se ajusta adecuadameris a los dalos.

Crilario de aceptacién :

SiFo > Ft s acepta Ho,

VALORES DE Y Grados da Sumade cuadrados | Varianza 6 F Ft
DATOS TOMADOS libertad (sC) cuadrados calc,
Estadiaticd L-1 L-2 -3 gl madios (CM, {Fol
de datos
292| 2911 2915
2917 20 2814 3-1=2 120330434~ 203.30425 9¢10-5/2= 0.16} .47
2916] 2809 2913 =8*10-5 =45*10-5

2915 29 2913
2915! 2909{ 2911

2.914| 2908; 2912 24~3=21 | 203.31066-203.30434 = 6.32*10-3/21=
2904 2804 2904 =6.32+10-3 3.009%10-4
2902 2903 2903

N= 8 8 8
Suma= | 23.303] 23.264) 23285
Promed={ 2913{ 2908] 2911

N« 24
Suma| 69.852
Promed) 2911

Como Fo < Ft se acepta Ho

VALORES DE Y Grados de Suma de cuadrados | Varianza 6 F Ft
DATOS OBTENIDOS liertad {sC) cuadrados calc.
Estadisticd L-1 L-2 L-3 gl mediog (CM} Fo)
de daios
292) 2911 2915 2 1.2*10-4 6*10-5 256} 3.32
2917 291 2914

2916 28508 2813
2915 291] 2913 32 7.5°10~4 234*10-5
29151 2909 291
2914( 2908] 2912
2915 2911} 2917
2914] 2913} 2812
2906| 2898 2905
29047 2904 2904
29021 2.903{ 2903

N= n 1" 1"
Sumas= [ 32038 31.986| 32.019
Promed=} 2.913] 2.008] 2911

Como Fo < Ftse acepla Ho
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TABLA DE ANALISIS ESTADISTICO

TEMPERATURA : 25 grados

Ho = El modalo se ajusta adecuadamente a los dalos
H1 = Elmodeke no se ajusta adecuadamenta & 10s datos.

Critorio de aceptacion :

Si Fo < Ftse acapta Ho.

VALORES DE Y Grados de Sumade cuadrados | Varianza 6 F{Ft
DATOS TOMADOS liberntad {8C) cuadrados calc,|
Esladis. L-y L-2 L-3 ql medios (CM) | {Fo)
da datos
292] 2911] 2915 2 38°10-5 1.92510-5{ 0.15} 3.34
23151 2907 291
2915| 2909 291
2914 2904 2909 27 3.54%10-4 1.31410-4
2913] 2504 2906
2912 2902 2904
2908 29 29
2893 2895 288
2886} 2892 2.87
2.883
N= 9 10 9
Suma=] 26.176| 29.007| 26104
Promed=} 3739] 3626] 3263
Como fo < Ftse acepla Ho
VALORES DE Y Grados do Sumade cuadrados | Varianza 6 F | Ft
DATOS OBTENIDOS libertad {8C) cuadrados calc,
Estadis. L-1 L-2 L-3 qi macios ([CM} Fol
de datos
292| 2911 2915
2915 2907 291 2 57410-4 285%10-4 } 238
2915] 2909 pa:)
29147 2904 2909
2913 2904 291 35 421%10-3 1.20°10-4
2913] 2902] 2904
2908 2% 2908
2908; 2895 291
23904 2892 29
2893 2881| 2892
2.896 288 288
2886| 2883 2878 Como Fo < Ft 8¢ acepta Ho
N 12 12 12
Sum 34.885| J4.768| 34826
Promed=f 2907) 2897 2802
N 36
Suma{ 104.46
Promed] 2902
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TABLA DE ANALISIS ESTADISTICO

TEMPERATURA : 34 grados

Ho = El modelo se ajusta adecuadamenta a los datos
H1 = El modelo no se ajusta adecuadamanta a I0s datos,

Criterlo de aceplacion :

SiFo < Ft 89 acepta Ho.
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VALORES DE Y Grados da Suma de cuadrados | Vananza 6 F | Ft
DATOS TOMADOS libartad cuadrados calc,
Estadis. L-1 L-2 -3 ai medos (CM) {Fo)
da datos
292 291 2915 2 237*10-3 | 1.185%10-3 323334
2813} 2907) 2912
2915] 2908 2907
291 2.902) 2906 27 9.92*10-3 3.67*10-4
2908( 2898) 2802
2805] 2877| 2895
2897| 2864 2882
289 2855) 2874
2875 285
2871 2846
N= 10 10 8
Suma= | 25.005| 28.807| 23.193
Promed=| 29005| 28807] 2893t
Como Fo < Ftse acepta Ho
VALORES DE Y Grados de Sumade cuadrados | Varlanza 6 FLFR
DATOS OBTENIDOS libertad (sC) cuadrados calc.
Estadis. L-1 -2 =3 al madios {CM) Fo)
de datos
292 291 2915 2 212410-3 1.06*10~3 | 3.39]03.23
2913 29071 2908
235 2508 2912
291 2902 2907 a7 0.01155 3.12°10-4
2908 2.897 2.901
2905) 2888) 2906
2897 28771 2902
2902 2879 2895
2891 2864 29
287 2855] 2878
2875 285| 2882
2871 2846) 2874
N= 12 12 12 Como Fo > Ftserechaza Hoy se acepla H1
Sumas= | 34.777( 34.583( 3478
Promed=| 2898] 2882] 2838




TABLA DE ANALISIS ESTADISTICO
TEMPERATURA : 50 grados

Ho = El modelo se gjusia adecuadaments a los datos
H1 = El modealo no se ajusta adecuadamente a [os datos.

Crltario de aceptacién :

SiFo > Ft se acapta Ho.

VALORES DE Y Grados de Sumada cuadrados | Varianza 6 FI1F
DATOS TOMADOS libertad cuadrados calc,
Esladis. (] L-2 L-3 gl medios {CM) | (Fo)
de datos
2.92 2911 2915 2 0.01063 5.315*10~3] 086 3.23
2913 2801 2911
29071 2873) 2907
2875| 2837| 2882 8 0.23555 6.,199*10-3
2855) 2827) 287
2052 2821) 2868
2822) 2794 2842
2028 2796| 2824
2828 2777 281
2764 2749] 2786
2726F 2673} 2758
27081 2696| 2738
2667 2627 2679
N= ‘1_3-4 13 13
Suma= 36.65| 36282/ 36791
Promed=) 2.819{ 2791 283
Como Fo < Ftse acepta Ho
VALORES DE Y Grados ds Suma de cuadrados | Varianza 6 F Ft
DATOS OBTENIDOS livertad cuadrados calc.
Estadls. L-1 L-2 L-3 gl madios (CM) (Fo)
de datos —
282| 2911] 2915 2 0.01331 £.665*10-3| 1781 323
29131 2901 2811
2907 2873| 2807
2.885] 2851 2888 47 0.17593 3.743*10~-3
2858| 282t 2885
2868] 2836| 2872
2875] 2837 23882
2855{ 2827| 2871
2852 2821 2868
2822 2794 2842
2.828) 2796] 2824
2825) 2777 281
2764) 2749] 2786
2726 2673 2758
2708| 2.696) 2738 Como Fo < Fise acopta Ho
266| 2627] 2679
N= 16 16 16
Suma= | 45261 44.804| 45436
Promed=| 2829 28 284
N 48
Suma; 1355
Promad] 2823 64




EJEMPLO DE LOS CALCULOS REALIZADOS EN EL ANALISIS ESTADISTICO
CON LOS DATOS TOMADOS A UNA TEMPERATURA DE 5 GRADOS

Suma de Cuadrados (SC)

SC del error entre (23.303)2 (23.2147 (232852  (69.852)
tratamientos + + -
[3 3 8 24

= 203.30434 - 203.30425

=9x10°?
23303y
SC del error =((2.920 + (2.917)2 +..+ (2.904)% + (2.903)] - [ +
8
(23.214)2 (23.2852
+_ o+ ]
[ 8
= 203.31066 - 203.30434
=641x10-3
Varianza o Cuadrados Medios (CM)
SM del error entre 90 x 10-5
tratamientos = =45x10-5
2
632x 103
SM del error = =3.009x104
21
45x10%
Feale = = 0.150
3.009x% 10~
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CAPITULO YV



DISCUSION

Uno de los objetivos de este trabajo fue validar el método utilizado para la cuantificacién de!
Clavulanato de Potasio como materia prima, el cual se encuentra referido cn 1a U.S.P. XXIL

Los puntos considerados para la validacion fueron los siguientes: Precision, repetibilidad,
reproducibilidad, linearidad, limite de deteccién, limite de cuantificacion, tolerancia y
especificidad, solo para el sistema, ya que se trataba de una vatidacién de un antibictico que es
vendido como materia prima, por lo tanto, no se tiene placebo para realizar algunos puntos de la
validacidn, como por ejemplo la linearidad del método.

De los parimetros analizados se obtuvieron resultados satisfactorios; ya que en aquellos en los
cuales se determind su coeficiente de variacién se encontraron dentro de limites especificados por
1a US.P. XXIL

Se tiene una buena reproducibitidad enn los datos obtenidos, ya que las arcas que en este caso se
toman como adimensionales, concuerdan de un dia a otro y entre diferentes analistas. Por lo
tanto, los coeficientes de variacion obtenidos son aceptables.

Para demostrar la especificidad se tuvo que variar la polaridad de la fase movil, de donde se
observa en todos los cromatogramas la aparicién de tres sefiales, una debida al blanco, otra a
nuestra molécula intacta (CK) y otra correspondiente al producto de degradacion; al realizar una
Cromatografia en capa fina, solo se observan dos manchas, una correspondiente al CK y otra al
producto de degradacion. (Fig, K, P).
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Al agregar metanol al buffer pH 4.4, los picos se juntan (Fig, J), esto se debe probablemente a
que el producto de degradacién es mas polar que 1a molécula intacta y esto se comprueba al
observar que al diluir el buffer con agua era mejor la separacion de los picos. (Fig. J).

Otro de los objetivos fue determinar la cinética de degradacion y la fecha de caducidad del
Clavulanato de Potasio; con respecto a los datos obtenidos en la estabilidad, el compuesto
analizado sigue una cingtica de degradacion de primer orden. Esto pudo demostrarse al analizar
tres lotes diferentes a cuatro dif as durante un tiempo de 109 dias, analizindose

by

las muestras por lo menios cada ocho dias para cbservar de qué forma afectaba la temperatura en
la degradacion del producto.

Se realizaron las siguientes determinaciones a las muestras, a las distintas temperaturas, titulo
cromatografico, pH y humedad para seguir ¢l comportamiento de nuestro producto, de donde se
observo que al transcurrir el tiempo, tanto la humedad como el pH iban en aumento, mientras
disminuia el titulo quimico, esto se debe probablemente al mecanismo de degradacion que se lleve
a cabo, el cual es totalmente desconocido hasta ahora.

De los datos obtenidos se construyd una grafica de 1a cual algunos puntos no entraban dentro de
la misma, por lo tanto se tuvieron que descartar, pero realizando un analisis estadistico para

demostrar que estos puntos eran erréneos. ().

Se realizo un analisis de varianza en el cual se tuvo que realizar una comparacion entre todos los
datos obtenidos en el estudio de estabilidad y los que se tomaron en cuenta para realizar las
graficas correspondientes al orden de ion y d inar la fecha de caducidad.

De este andlisis se puede observar que las F calculadas en los datos tomados son menores que en
los datos obtenidos, de esta manera se puede demostrar que los resultados descartados para el
andlisis se deben probablemente a errores experimentales.
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En las grificas realizadas para las diferentes temperaturas se obtuvieron coeficientes de
determinacién (r2) de 0.97 y 0.98.

En el analisis para determinar la fecha de caducidad, utilizando la ecuacién de Arthenius, se
realizé un promedio de las K's obtenidas a las distintas temperaturas y este valor fue el que se

tomo para graficar nuestros datos.
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CONCLUSIONES

Dentro de los parametros de la validacion como son las precision, reproducibilidad, repetibilidad

y limite de cuantificacion, se obtuvicron coefici de variacién al 1.5% establ en

la U.S.P. XXIL

Para el limite de deteccion se determiné un coeficiente de variacion menor al 2%, establecido por
los Laboratorios Ferniic.

Para la linearidad se obtuvo una linea recta con un coeficiente de correlacion de 0.999, un
coeficiente de determinacion mayor a 0.98 y una pendiente muy cercanaa 1.

Para la especificidad y tolerancia se procedié a cambiar la polaridad de 1a fase movil y tipo de
columna, demostrando de esta manera que el método es especifico y tolerable.

En el estudio de estabilidad se encontrd que el Clavulanato de Potasio sigue una cinética de
degradacién de primer orden y una fecha de caducidad de un afio con once meses a 5 grados
centigrados en las condiciones en la cuales el producto es distribuido y almacenado hasta su uso.
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APENDICE

INTERCEPTO (b)) = Y - mX

Z(K-X)?
DESVIACION ESTANDAR (DE) =
nel
X
MEDIA ARITMETICA (X) =
n
DE
COEFICIENTE DE VARIACION (CV)= . * 100
X

COEFICIENTE DE CORRELACION (1)

nZXY -IXZY
[{nEX?- EX) (MIY) - CYP))?

r=

COEFICIENTE DE DETERMINACION (1?)

(MEXY - EXZY)

-
13
1

[PIX? - (EX)P) {nEY? - (EY)?]

nZXY - IXLY
PENDIENTE (m) =
nEX3- (EXP
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