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r Coeficiente de correlacion
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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo validar un método analitico para la
cuantificacion de amoxicilina trinidrato 250mg/5mL, polvo para suspension oral por
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), que ayude en la optimizacion de
recursos asi como en el tiempo de analisis.

El método se basa en la separacion y cuantificacion del principio activo por
cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa con una columna Zorbax
C18 (5um) (150 x 4.6mm), con deteccién UV a 230 nm, con una fase movil
compuesta por Buffer fosfato pH 5.0: Acetonitrilo (960:40), con volumen de
inyeccion de 10 pL y a un flujo de 1,0 mL/min. El desarrollo del método analitico
incluyé cambios: en el diluyente para la preparacion de estandares y muestras,
longitud de columna y flujo. La validacién del método se realiz6 segun los
parametros exigidos en la categoria | y IV de la Farmacopea Americana (USP40).

Resultados. Se demostrd la especificidad del método analitico, porque no se
observo interferencia de los excipientes o productos de degradacion del principio
activo; es lineal porque se obtiene un coeficiente de correlacion r=0,995, siendo el
valor minimo permisible 0,999 y el coeficiente de los factores de respuesta fue de
0,664%, siendo el minimo permisible 2,0%; es precisa ya que para la repetibilidad
se obtiene una RSD de 0,415%.,y para la precision intermedia se obtiene una RSD
de 0,314% .Finalmente es exacto porque se obtiene un porcentaje de recuperacion
de 100%.

Se concluye que el método analitico para la cuantificacion de amoxicilina trihidrato
250mg/5mL polvo para suspensién oral por cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC), cumple con las exigencias en todos los parametros de la validacién.

Palabras clave: validacién, amoxicilina, método analitico, Cromatografia liquida

de alta resolucion.



ABSTRACT

The objective of this study was to validate an analytical method for the quantification
of amoxicillin trihnydrate 250mg / 5mL powder for oral suspension by high
performance liquid chromatography (HPLC), which helps in the optimization of
resources as well as in the time of analysis.

The method is based on the separation and quantification of the active ingredient
by reverse phase high performance liquid chromatography with a Zorbax C18
column (5 um) (150 x 4.6 mm), with UV detection at 230 nm, with a mobile phase
composed of Buffer phosphate pH 5.0: Acetonitrile (960: 40), with an injection
volume of 10 yL and a flow rate of 1.0 mL / min. The development of the analytical
method included changes: in the diluent for the preparation of standards and
samples, column length and flow. Validation of the method was carried out
according to the parameters required in category | and IV of the American
Pharmacopoeia (USP40).

Results The specificity of the analytical method was demonstrated, because no
interference of the excipients or degradation products of the active principle was
observed, it is linear because a correlation coefficient r = 0,995 is obtained, the
minimum permissible value being 0,999 and the coefficient of the factors response
was 0.664%, the minimum permissible 2.0%, is accurate since for repeatability an
RSD of 0.415% is obtained, and for the intermediate precision a RSD of 0.314% is

obtained and finally it is exact because it is obtained a recovery percentage of 100%.

It is concluded that the analytical method for the quantification of amoxicillin
trihydrate 250mg / 5mL powder for oral suspension by high performance liquid

chromatography (HPLC), meets the requirements in all parameters of validation

Key words: validation, amoxicillin, analytical method, high-resolution liquid
chromatography.



INTRODUCCION

La industria farmacéutica en la busqueda de la optimizacion de sus recursos asume
el desarrollo y mejora de procesos de fabricacién y andlisis de sus medicamentos,
estableciendo control de calidad de los productos en cuanto a su identificacion,
cuantificacion, entre otras y para garantizar la calidad de los mismos, utiliza
meétodos analiticos confiables. Para asegurar confiabilidad se someten a un

proceso de validacion.

Trabajar con métodos validados permite no solo el conocimiento del método
analitico, sino también cumplir con las exigencias legales del pais y a su vez
minimiza el namero de fallas y repeticiones, demostrando un alto grado de
confianza y seguridad del proceso analitico, asi como también en la calidad de los
resultados. Entre los entes reguladores mas importantes tenemos la Administracion
de Medicamentos y Alimentos (FDA), la Conferencia Internacional de Armonizacion
(ICH),y en nuestro pais la Direccidon General de Medicamentos Insumos y Drogas
(DIGEMID) ,los mismos que a través de las buenas practicas de manufactura (BPM)
y buenas précticas de laboratorio (BPL) aseguran el cumplimiento y trazabilidad del

proceso de validacion .

Peru es un pais que tiene alta incidencia en diferentes afecciones provocadas por
microorganismos que dan origen a enfermedades como la faringitis, sinusitis,
amigdalitis y oftitis, para las cuales la amoxicilina trihidrato 250mg/5mL, polvo para
suspension oral, por ser un antibiotico de amplio espectro, es muy empleada por
los médicos pediatras y es clasificada como farmaco de primera eleccion en el
Petitorio Nacional Unico de medicamentos esenciales del Sector Salud. Por las

razones expuestas, la amoxicilina fue el farmaco elegido para este estudio.

En el presente trabajo de investigacion, se realizd la validacion de un método
analitico para la cuantificacion de amoxicilina trihidrato 250mg/5mL, polvo para
suspension oral por cromatografia liquida de alta resolucion, debido a que se realizé
cambios significativos en la metodologia de la Farmacopea Americana (USP 40 y

NF 35), obteniendo un método mas rapido, econdmico y, por supuesto,



garantizando la calidad de los resultados. El desarrollo del trabajo se realizé en el
laboratorio de control de calidad de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.

La presente tesis que expresa el estudio realizado se expone en cinco capitulos y
anexos. En el capitulo I, se presenta el planteamiento del problema, se describen
claramente los objetivos, la justificacion y limitaciones de la misma; en el capitulo
II; se expone el marco tedrico, se detalla los antecedentes nacionales e
internacionales de la investigacion, las bases tedricas y legales para la comprension
del presente trabajo de investigacion; en el capitulo Ill, se describe la metodologia.
La investigacion se basa en el desarrollo de la validacién de un método analitico
para cuantificacion de amoxicilina trihidrato 250mg/5mL polvo para suspension oral
por cromatografia liquida de alta resolucion; en el capitulo 1V, se presentan los
resultados del estudio y la discusion de los resultados obtenidos; en el capitulo V,
las conclusiones a las cuales se ha arribado en la investigacion, y proposicion de
algunas recomendaciones para futuros estudios sobre temas similares.

Finalmente, se presenta las referencias bibliograficas y los anexos.



CAPITULO I. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1 Descripcion de larealidad problematica

La industria farmacéutica se caracteriza por ser una actividad altamente
competitiva, razon por la cual ha sufrido cambios a través de la historia, cambios
que estan enfocados propiamente en el mejoramiento continuo de la calidad de sus
productos. Ante esta necesidad la farmacopea de Estados Unidos de Norteamérica
(USP), en su numero 22 del afio 1990, incluyo por primera vez el apartado 1225, el
cual contempla la validacion de métodos. Este fue el punto de partida que impulsé
la generacion de distintos tipos de documentos tales como: guias, normas y
reglamentos, entre otros, los mismos que buscan dirigir la validacion de los

métodos.

Para la industria farmacéutica, asegurar la calidad de sus productos es una
preocupacion fundamental y permanente, ya que cualquier deficiencia puede
originar problemas sanitarios y en ocasiones graves, el retiro del producto incluso
el cierre del laboratorio fabricante; También impacta en el prestigio, desarrollo
econdémico y el crecimiento de la misma. Por ello, el control analitico de un producto
farmacéutico es necesario para asegurar su eficacia seguridad durante todas las
etapas de su periodo de vida util, un proceso que permite cumplir este fin es la
validacion, por este motivo que se estan implementando nuevas metodologias
enmarcadas en las mejoras continuas, por tanto, las exigencias analiticas son cada
vez mayores; cada dia se requiere métodos mas rapidos, econdémicos y, por

supuesto, sin sacrificar su exactitud, precision y linealidad.



En el laboratorio de control de calidad de la Universidad Peruana Cayetano
Heredia, en busqueda de la mejora continua de los métodos de analisis y
optimizacién de tiempo y recursos; motivo por el cual se ha realizado cambios
significativos de un método descrito en la monografia oficial, Farmacopea de los
Estados Unidos (USP 40), para la cuantificacion de la amoxicilina trihidrato
250mg/5mL polvo para suspension oral por cromatografia liquida de alta resolucion.
Para utilizar este método es necesario la validacion de dicho método, esto es
normado por el ente regulador, la Direccion General de Medicamentos Insumos y
Drogas (DIGEMID).

1.2 Formulacion del Problema

1.2.1 Problema general

e ¢ El método analitico propuesto para la cuantificacion de amoxicilina
trinidrato 250mg/5mL polvo para suspension oral por cromatografia
liquida de alta resolucion cumplird con los parametros de desempefio

establecidos para la validacion?

1.2.2 Problemas especificos

e ¢ Se podra desarrollar el proceso de validacion del método analitico con
las exigencias de exactitud, precision, especificidad, linealidad, rango y

robustez?

e ¢ Se podra lograr la optimizacion del método analitico?

e ¢ Sera confiable la validacion del método analitico del principio activo a

analizar?



1.3 Objetivos de la investigacion.

1.3.1 Objetivo general

e Validar el método analitico para la cuantificacion de amoxicilina
trinidrato 250mg/5mL polvo para suspension oral por cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC), establecidos en la Farmacopea de
Estados Unidos (USP 40).

1.3.2 Objetivos especificos

e Evaluar cada uno de los parametros de desempefio de validacién del
método analitico para la cuantificacibn de amoxicilina trihidrato
250mg/5mL polvo para suspension oral por cromatografia liquida de

alta resolucion (HPLC).

e Optimizar el método analitico establecido.

e Demostrar la confiabilidad de la validacion del método analitico para

la cuantificacion de amoxicilina trihidrato 250mg/5mL polvo para

suspension oral por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).



1.4 Justificacién de la investigacion

Nuestra industria nacional no cuenta con toda la gama de equipos 0 insumos
que se requieran dentro de lo solicitado en los protocolos 0 monografias de
ensayo en el caso de los andlisis, aun asi, de contar con estas, puede resultar
altos costos de inversion o quiza también mayor demanda en horas hombre.
De aqui la necesidad de poder desarrollar nuevos métodos analiticos o realizar
cambios significativos en los métodos farmacopeicos, que permitan el ahorro
(costos) y optimizacion de tiempo, pero garantizando la calidad de los
resultados emitidos.

En el area de control de calidad se ha identificado que una de las causas mas
importantes de obtencién de resultados erroneos, es el apresuramiento; para
evitarlo se ha realizado cambios significativos en el método farmacopeico (USP
40) de analisis de la amoxicilina trihidrato 250mg/5mL polvo para suspension
oral por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

La amoxicilina fue el farmaco elegido para este estudio por su alta demanda en
el mercado farmacéutico.

Con este método analitico se busca cumplir con las exigencias analiticas para
asegurar la calidad del producto y a su vez la optimizacion del tiempo y de los

recursos.

Por tales razones, se ha decidido demostrar que el método analitico
desarrollado es adecuado para el uso previsto y, ademas, es necesario
proceder con la validacion del método, en cumplimiento con las normas legales
de las buenas practicas de manufactura, las buenas practicas de laboratorio y
la ISO/IEC 17025.



1.5 Limitaciones de la investigacion

La limitacion principal fue el acceso al placebo del producto en estudio, ya que
al no formar parte de un laboratorio farmacéutico donde se realiz6 el estudio, la
formula cuali-cuantitativa es de acceso restringido, por lo que se optd por
métodos alternativos para el desarrollo del parametro de exactitud y

especificidad, logrando asi completar en el desarrollo de todos los parametros.



CAPITULO IIl. MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes

2.1.1 Antecedentes nacionales

Gamboa, K. (2013) realizé un estudio de la “Vida util de Amoxicilina
tabletas 500 mg fabricadas en el Laboratorio Farmacéutico Igfarma”,
y resume: “Se realizaron los estudios de estabilidad a largo plazo
mediante regresion lineal utilizando el método estadistico de minimos
cuadrados, cuantificando el principio activo con el método por HPLC
mediante la técnica desarrollado en el Laboratorio IQFARMA, para
analizar los resultados usaron el software minitab 16 y las muestras fueron
obtenidas durante intervalos de tiempo 0, 3 y 6 meses. Se encontré una

vida Gtil de 53 meses”. (V)

Zavala, C. (2012) realiz6 el estudio de “Validacion de un método
analitico por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC), para
cuantificacion de amoxicilina y acido Clavulanico en tabletas
recubiertas”, en el cual concluye: “El método utilizado es el adecuado y
satisface los requisitos para las aplicaciones analiticas. Dando como
resultado que el ensayo de linealidad obtuvo un coeficiente de correlacion
menor de 0,995 para ambos activos demostrando que es lineal; asimismo
es precisa ya que el Coeficiente de Variacion de la repetibilidad y en
precision intermedia es menor al 2% dentro de los limites permitidos para
ambos activos; también es exacta, con una recuperacion media de
99.83% y 9990 % para acido clavulanico y amoxicilina

respectivamente.”(©?)



Ramirez, I. y Silva, J.C. (2011) llevaron a cabo un estudio sobre
“Comparacion de la estabilidad quimica de amoxicilina trihidrato en
suspension de 250mg/5 mL de productos, genérico e innovador”, en
el que mencionan: “Se realiza el método iodométrico, con nueve
suspensiones de cada formulacién que fueron sometidas a las diferentes
temperaturas de 8°C, 22°C y 40°C para determinar la concentracién de
amoxicilina trihidrato 250mg/5mL a diferentes tiempos. Considerando una
cinética cero se determinaron las constantes de velocidad de degradacion
(Ko) para ambas formulaciones y los valores de T90 (dias) para el
producto genérico fueron: 135.46 a 8°C, 131.86 a 22°C y 64.17 a 40°C; y
para el producto innovador: 179.71 a 8°C, 145.03 a 22°C y 81.34 a 40°C,

concluyendo que el producto innovador es mas estable que el genérico”.
(03)

2.1.2 Antecedentes internacionales

Velastegui, J. (2011) en la Tesis “Validacion del método analitico de
valoracién de amoxicilina en polvo para suspension oral producido
por Betapharma S.A. mediante HPLC”, menciona: “El objetivo de la
investigacién es validar el método analitico usado en la valoracion de
Amoxicilina trihidrato 250mg/5mL en polvo para suspension oral fabricado
por la Empresa Farmacéutica Betapharma S.A. de la ciudad de Quito,
usando la técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia, con el fin
de verificar la calidad en lo referente a dosis de principio activo, para lo
cual se analizaron varios parametros establecidos por organismos
internacionales, como precision del sistema, obteniendo una RSD de 1.11
por debajo del limite de 2.8 para la precision del método se obtuvo un RSD
de 1,33 por debajo del limite de 3,9 permitido. Referente a la precision
entre dias, se obtuvo un RSD de 2,04 por debajo de 3,9 que es el limite
permitido. Referente a la precision entre analistas se obtuvo un RSD de
1,66 por debajo del limite permitido de 3,9. En la determinacion de la
linealidad se obtuvo un R2 de 0,994 por arriba del 0,99 planteado

inicialmente. En la determinacion de la recuperacion del método se obtuvo



un porcentaje de 97,94% que esta dentro de los pardmetros establecidos
entre 97.5% y 102,5%. En cuanto a la robustez del método se obtuvo un
RSD de 1,5 por debajo de 3,9 que es el limite permitido. Los resultados
encontrados se encuentran dentro de los parametros establecidos. En
conclusion, el método analitico usado en la valoracion de Amoxicilina
trinidrato 250mg/5mL en polvo para suspension oral fabricado por la
Empresa Farmaceéutica Betapharma S.A. fue validado. Por lo tanto se
recomienda su aplicacion para garantizar la calidad de sus

medicamentos.”(04)

Faife, L. (2009) en su Tesis: “Validacion del Método Analitico por
Cromatografia Liquida de Alta Presion para la cuantificacion de
Mupirocina 2 % ungiento en Laboratorio Ceguel”, resume: “Los
resultados mostraron que el método es selectivo para los propésitos
previstos, seguidamente se evaluaron los parametros de validacion como:
Linealidad del sistema y del método para los cuales se obtuvieron valores
cercanos a la unidad = 0.999, Precisién del sistema y del método
obteniéndose valores de %RSD < 1% es decir presentan muy buena
precision. La exactitud del método se evalu6 por medio del porcentaje de
recuperacion (%R) de Mupirocina, los cuales fueron de 100.18 % + 0.535,
es decir, se confirmo la exactitud del método, luego se determinaron el
limite de deteccion del activo obteniéndose valores de 0.66 ug/mL
respectivamente y el limite de cuantificacion 2.02 ug/mL respectivamente,
seguidamente se evalud la Repetibilidad del método, cumpliendo con los
pardmetros establecidos en la USP, comprobando de esta manera la

validez del método analitico”.(©®

10



2.2 Bases legales y/o tedricas

2.2.1 Normas nacionales

Resolucion Ministerial N° 055-99.SA/DM del 8 de Febrero de 1999,
que aprueba el Manual de Buenas Practicas de Manufactura de
Productos Farmacéuticos.

Capitulo Ill - Control de Calidad

Articulo 6°: Los métodos de ensayo deben ser validados

Capitulo V - Validacion

Articulo 11°: Los estudios de validacion constituyen una parte
esencial de las BPM deben efectuarse conforme a protocolos definidos
de antemano. Debe prepararse y archivarse un reporte escrito que
resuma los resultados y las conclusiones registrados. Deben
establecerse procesos y procedimientos sobre la base de un estudio
de validacion, los cuales se sometan periodicamente a una
revalidacion para asegurar que con ellos se puedan seguir obteniendo
los resultados deseados. Se debe prestar especial atenciéon a la
validacion de los procedimientos de proceso, limpieza y de los
métodos analiticos. ©°)

Decreto Supremo N°001-2009-SA del 17 de Enero del 2009 ,que
aprueba el reglamento del articulo 50° de la ley N°26842, ley general
de salud

Si la técnica analitica no corresponde a ninguna de las farmacopeas
de referencia, el fabricante debe presentar los documentos que
acrediten la validacion de las técnicas analiticas propias.

Decreto Supremo N°028-2010-SA del 17 de Setiembre del 2010,
que regulan algunos alcances de los articulos 10 y 11 de la Ley N°
29459.

Si la técnica analitica no corresponde a ninguna de las farmacopeas
de referencia, el interesado debe presentar los documentos que

11



acrediten la validacion de las técnicas analiticas propias del producto
terminado. 9

De conformidad con lo establecido en el inciso 8 del articulo 118
de la Constitucion Politica del Peru, del Decreto Ley N° 25629, el
decreto ley N°25909 y la ley N°29158, Ley organica del Poder
Ejecutivo;

Decreta:

Articulo 1°: Aprobacion del reglamento que regula la informacion
minima del documento que debe contener la validacion de técnicas
analiticas propias. (8

Ley N° 27657. Ley del Ministerio de Salud.

2.2.2 Normas internacionales

Dentro de la normativa internacional tenemos:

e BPM (Industria Farmacéutica)

e Norma Internacional ISO/IEC 17025 .Requisitos generales para la
competencia de laboratorios de ensayo y de calibracion

e Norma ISO 15189 (Acreditacion de laboratorios clinicos)

e Organismos Internacionales: Administracion de drogas y alimentos
FDA, Famacopea Americana (USP) y otras farmacopeas,
Organizacion Mundial de Salud OMS, Conferencia Internacional de
Armonizacién ICH.

e Buenas précticas para laboratorios nacionales de control farmacéutico
Organizacion Mundial de la Salud OMS serie de informes técnicos, N°
902, 2002 Informe 36

e Farmacopea de los Estados Unidos de América (USP40): Esta nhorma
americana nos proporciona la mayoria de los alcances que se necesita
para un mejor entendimiento de los analisis que pretende hacer a los
productos farmacéuticos, desde la descripcion y solubilidad de los
principios activos a ser analizados como también el conocimiento de
las formas farmaceéuticas establecidos en el capitulo (1151):

verificacion de las técnicas farmacopeas en el capitulo (1226): el

12



método de cromatografia a utilizar para el analisis; en el capitulo (621):
las pautas para el desarrollo de la validacion; y de procedimientos
farmacopeicos, en el capitulo (1225). 9

Norma Internacional ISO/IEC 17025: requisitos generales para la
competencia de los laboratorios de ensayo y de calibracion.

Esta norma internacional es para ser utilizada por los laboratorios
cuando desarrollan los sistemas de gestion para sus actividades de la
calidad, administrativas y técnicas. También puede ser utilizada por los
clientes del laboratorio, las autoridades reglamentarias y los
organismos de acreditacion cuando confirman o reconocen la
competencia de los laboratorios. Esta norma internacional no esta
destinada a ser utilizada como la base para la certificaciéon de los
laboratorios. (10

Validacibn de métodos analiticos (ICH) Q2: la conferencia
internacional sobre armonizacion de requisitos técnicos para el registro

de productos farmacéuticos para uso humano.

13



2.3 Bases teoricas

2.3.1 Monografia amoxicilina trihidrato

HO

\\\\ N . CH3
e 3H,0
N-- CH,

Figura 1: Férmula estructural de la amoxicilina trihidrato.

Fuente: Farmacopea Americana (USP 40)®

Nombre IUPAC: La amoxicilina trihidrato es el acido (2S,5R,6R)-6-[(R)-2-
amino-2- (4-hidroxifenil) acetamido]-3,3-dimetil-7-oxo0-4-tia-1-azabiciclo
[3.2.0] heptano-2-carboxilico trihidratado.

Formula molecular: Cis Hio N3O 5 S

Peso molecular: 419,4 g/mol

Solubilidad: es soluble en agua, metanol, ligeramente soluble en etanol

y parcialmente insoluble en tolueno.

2.3.1.1 Definicion de amoxicilina trihidrato

La amoxicilina es un antibiético semisintético derivado de la penicilina. Se
trata de un amino penicilina. Actla contra un amplio espectro de
microorganismos, tanto gram—positivos como gram-negativos. Por esto se
emplea a menudo como primer remedio en infecciones de diferente
gravedad. Se utiliza por via oral o parenteral, aunque la forma parenteral
(intramuscular o intravenosa) no esta aprobada en todos los paises. La

amoxicilina fue aprobada por primera vez en 1987. (12
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2.3.1.2 Accién antimicrobiana y farmacocinética

Tabla 1: Accion antimicrobiana y farmacocinética de la amoxicilina

Accion
antimicrobiana

La amoxicilina es un antibidtico p-lactamico. Es
bactericida y tiene un mecanismo de accion similar a la
bencil penicilina, pero como una amino penicilina con un
grupo amino sustituyente en la cadena lateral de la
estructura basica de la penicilina, la amoxicilina es capaz
de penetrar de mejor manera la membrana exterior de
bacterias gram—negativas y tiene un espectro de actividad
mas amplio. Se ha reportado que la amoxicilina es mas
activa in vitro que la ampicilina contra Enterococcus
faecalis, Helicobacter pylori, y Salmonella spp; pero
menos activa contra Shigella spp.

Farmacocinética

La amoxicilina es resistente a la inactivacion por acido
gastrico. Es mas rapida y completamente absorbida que
la ampicilina cuando es dada por via oral. La
concentracion pico de amoxicilina plasmatica de 5 pg/mL
se observa una a dos horas después de una dosis de
250mg, con presencias de cantidades detectables por
hasta ocho horas. Duplicar la dosis pude duplicar la
concentracion. La presencia de alimentos en el estbmago
no parece disminuir la cantidad total absorbida.

Aproximadamente 20% se une a proteinas plasmaticas y
se ha reportado vida media plasmatica de 1 a 1.5 horas.
La vida media puede ser prolongada en neonatos,
ancianos y pacientes con deterioro renal; en deterioro
renal severo la vida media puede ser de 7 a 20 horas.

La amoxicilina se distribuye ampliamente en
concentraciones variadas en los tejidos y fluidos
corporales. Puede cruzar la placenta; cantidades
pequefias se distribuyen en la leche materna. Poca
amoxicilina pasa al fluido cefalorraquideo, a menos que
las meninges estén inflamadas. Una cantidad limitada de
amoxicilina se metaboliza a acido penicilinico el cual es
excretado en la orina. Aproximadamente el 60% de la
dosis oral de amoxicilina es excretada sin cambios en la
orina en 6 horas por filtracidon glomerular y secrecion
tubular. Concentraciones urinarias por encima de 300

ug /mL se han reportado después de una dosis de 250mg.
La excrecion renal se reduce con probenecid. La
amoxicilina se extrae por hemodialisis.

Fuente: Goodman y Gilman. Manual de farmacologia y terapéutica. (*3
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2.3.1.3 Administracién usos y dosis

Tabla 2: Administracion usos y dosis de la amoxicilina

Administracion

y Usos

La amoxicilina es el 4—-hidroxi analogo de la ampicilina y es

usado en infecciones susceptibles similarmente.

Estas incluyen actinomicosis, antrax, infecciones del tracto
biliar, bronquitis, endocarditis (particularmente para profilaxis),
gastroenteritis (incluyendo salmonella enteritisa pero no
shigellosis), gonorrea, enfermedad de Lyme, infecciones
bucales, otitis media, neumonia, desordenes biliares (profilaxis
de infecciones neumocadcicas), fiebre tifoidea y paratifoidea e

infecciones del tracto urinario.

Administracion

y dosis

La amoxicilina se da por via oral como trihidrato y por inyeccion
como sal de sodio. la dosis se expresa en términos de
cantidades equivalentes de amoxicilina; 1.06g de amoxicilina
sédica y 1.15g de trihidrato de amoxicilina son equivalentes a 1
gr de amoxicilina. La dosis oral usual es de 250 a 500mg cada
8 horas, 0 500 a 875mg cada 12 horas.

Niflos hastalO afios de edad pueden tomar 125 a 250mg cada
8 horas; para aquellos por debajo de 40kg, la dosis que puede
usarse es de 20 a 40mg/kg diario en dosis divididas cada 8
horas, 0 25 a 45mg diarios en dosis divididas cada 12 horas; la
dosis maxima para un infante menor de 3 meses de edad debe

ser 30mg/kg diarios en dosis divididas cada 12 horas.

Fuente: Goodman y Gilman. Las Bases Farmacoldgicas de la Terapéutica. %
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2.3.2 Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

La cromatografia es un método fisico que engloba a un conjunto de
técnicas de analisis basadas en la separacion de componentes de

muestras entre dos fases inmiscibles, una estacionaria y otra movil.

Es incuestionable que la cromatografia de liquidos de alta presion es la
técnica de separacion mas ampliamente utilizada. Las razones son su
sensibilidad, su idoneidad para la separacion de especies no volatiles o
termolabiles y sobre todo su gran aplicabilidad a sustancias que son de

primordial interés en la industria y en muchos campos de la ciencia. (1%

2.3.2.1. Fase estacionaria (columna cromatograficas)

La columna cromatogréfica o fase estacionaria es el medio por donde se
va a retener el analito de interés, todo dependera de la polaridad de la
molécula que trataremos, 0sea una fase estacionaria polar retendra a
analitos polares y viceversa una fase estacionaria apolar retendra a

analitos apolares.

La fase estacionaria esta conformada por silicagel con porosidad y
tamafo de particula para que asi queden atrapados a los analitos por su
polaridad.

Las columnas cromatograficas varian de acuerdo a la conformidad de la
silica que tienen, algunos de ellos son de silica de 8 y 18 carbonos. Varian
también de acuerdo al tamafio de la columna y diametro. (16)

2.3.2.2 Fase movil (eluyente)

La fase mévil es el medio de arrastre del analito hasta la fase estacionaria;

este medio debe de tener caracteristicas esenciales tales como que debe

de ser inerte al contacto con el analito. @7
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2.3.3 Validacion de métodos analiticos

Es el proceso de definir una necesidad analitica y confirmar que el método
en cuestion tiene capacidades de desempefio consistentes con las que

requiere la aplicacion.

Es la prueba documentada de que un determinado proceso produce
continuamente un producto con un alto grado de seguridad, el cual

satisface especificaciones e indicadores de calidad previamente definidos.

El proceso de validacion entonces permite el conocimiento de las
caracteristicas de funcionamiento del método analitico y proporciona un

alto nivel de confianza en el mismo y en los resultados obtenidos. 18

Se puede afirmar que los aspectos mas importantes a considerar en

relacion a la validacion de métodos analiticos, su resumen son:

e Validacion significa “hacer lo necesario”, pero evitando el exceso.
Todos los parametros criticos del método deben ser validados, pero
no aquellos que sean aleatorios o que no sean esenciales.

e Lo mejor es iniciar la validacion de un método por el resultado final y
luego retroceder en el desarrollo del andlisis hasta la primera etapa.

e La validacién no puede realizarse chequeando los resultados en una
lista de verificacion (check list).

e No existe un andlisis quimico sin error (“valor real”).

e Se debe establecer el tipo y la frecuencia de los controles a realizar
minimizando los costos generales del analisis, pero manteniendo el

necesario aseguramiento de la calidad de los resultados.

Segun estos principios acerca de la validacion de métodos analiticos
podemos concluir diciendo que la validacion es un conjunto de
procedimientos que debe ser establecido “a medida” (orientada a

determinados objetivos) por un quimico analitico y que debe estar dirigido
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para asegurar (obtener y demostrar objetivamente) la calidad requerida
(acordada) de los resultados de un analisis. 19

2.3.3.1 Grados de validacion

a) Verificacion

Es la confirmaciéon mediante la aportacion de evidencia de que se han
cumplido los requisitos especificados. La confirmacion puede comprender
acciones tales como la realizacién de ensayo/pruebas y demostraciones.

b) Validacién completa

Evaluacion de todos los parametros de desempefio de un método en la
gue los requisitos especificados para estos demuestran que el método es

idéneo para un uso previsto. 29

2.3.3.2 Evaluacién de los métodos analiticos y sus caracteristicas de

desempefio analitico

La Farmacopea Americana (USP40) dentro del capitulo <1225>, hace
énfasis a la validacion de procedimientos, definiciones y enfoques para
validar cada parametro analitico, ademas, nos proporciona una tabla
donde se categoriza a cada uno de los tipos de métodos en funcion de su
uso o finalidad. La farmacopea solo contempla las categorias mas
comunes de las pruebas y hace mencion a los datos de validacion que

son necesarios, las que son mencionadas a continuacion:

- Categoria I: Procedimientos analiticos para la cuantificacion de los
componentes principales de un farmaco a granel o ingredientes
activos (incluyendo conservantes) en productos farmacéuticos

terminados.
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Categoria Il: Procedimientos analiticos para la determinacion de
impurezas en farmacos a granel o productos de degradacion en
productos farmaceéuticos terminados. Estos incluyen analisis
cuantitativos y pruebas de limite.

Categoria lll: Procedimientos analiticos para la determinacion de las
caracteristicas de desempefio, por ejemplo: disolucion, liberacion de

farmacos, etc.

- Categoria IV: Pruebas de identificacion. )

En la tabla N° 3, se puede observar las caracteristicas de desempefio

analitico para diversos tipos de procedimientos analiticos de acuerdo con

la USP 40.

Tabla 3: Datos requeridos para la validacion de métodos analiticos segun
Farmacopea Americana USP40 <1225>

Caracteristicas de Categoria ll
- Categoria Categoria
Desempefio Categoria | Anélisis Pruebas " v
Analitico Cuantitativo de Limite
Exactitud Si Si * * No
Precision Si Si No Si No
Especificidad Si Si Si * Si
Limite de )
. No No Si * No
Deteccion
Limite de )
o No Si No * No
Cuantificacion
Linealidad Si Si No * No
Intervalo Si Si * * No

*Pueden requerirse, dependiendo de la naturaleza de la prueba especifica.
Fuente: Farmacopea Americana (USP 40) (9

Asimismo, la ICH propone una clasificacién, contemplando los cuatro tipos

mas comunes de los procedimientos analiticos, los que se ilustran en la

tabla 4. La discusion de la validacion de procedimientos analiticos
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se dirige a los cuatro tipos mas comunes de los procedimientos

analiticos:

Las pruebas de identificacion.

- Las pruebas cuantitativas para el contenido de impurezas.

- Pruebas de limite para el control de las impurezas.

- Pruebas cuantitativas de la fraccion activa en muestras de sustancia
farmaco o medicamento u otro componente seleccionado (s) en el

producto farmacéuticos.

Tabla 4: Datos requeridos para la validacion de métodos analiticos segun
la Conferencia Internacional de Armonizacion (ICH).

Tipo de Pruebas para Impurezas
Procgdimiento Identificacion Valoracion
Analitico Cuantificacion | Lruebas
/Caracteristicas de Limite
Exactitud - + - +
Precision

Repetibilidad - + - +
Precision Intermedia - +@) - +
Especificidad @ + + + +
Limite de Deteccién - -® + -
Limite de Cuantificacion | - + - -
Linealidad - + - +
Rango - + - +

(-) Caracteristica normalmente no se evalud. (+) Caracteristica se evalian
normalmente.

(1) En algunos casos en que la reproducibilidad (ver glosario) ha sido
realizada, la precision intermedio no necesita ser realizado. (2) falta de
especificidad de un procedimiento analitico podria ser compensada por
otro procedimiento(s) analitico(s). (3) puede ser necesaria en algunos
casos.

Fuente: Conferencia Internacional de Armonizaciéon ICH (1)

La extensién de los reglamentos, normas o directrices para los requisitos
de validacion pueden variar una a otra, pero el objetivo siempre es el

mismo: “El método de ensayo debe ser apropiado para el uso previsto”.
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2.3.3.3 Pre-requisitos de validacién

Antes de iniciar un proceso de validacion, es necesario tener en cuenta
que los instrumentos con los que contamos son de la calidad suficiente y
capacidad adecuada para cumplir con las exigencias de los métodos
analiticos. Asimismo, contar con un sistema adecuadamente disefiado,
mantenido, calibrado y probado, cuya documentacion debe ser

correctamente archivada.

Durante la etapa de Calificacion, tenemos: calificacion de equipos,

calibracién de instrumentos, calificacion de instalacion, calificacion de

operacion y calificacion de desemperio.

Calificacion de disefio (D.Q.): Es la verificacion documentada que
demuestra que el disefio propuesto para areas, equipamientos o
sistemas, cumplen con los requerimientos establecidos.

Calificacion de instalacion (1.Q.): Es la verificacion documentada de que
todos los aspectos importantes de la instalacion de sistemas auxiliares y
equipos del proceso cumplan con las especificaciones del disefio y con
las normas reglamentarias para que el propoésito establecido sea el
adecuado.

Calificacion de operacion (0.Q.): Es el proceso donde se demuestra que
un instrumento funcionara de acuerdo a la especificacién operacional en
el ambiente seleccionado.

Calificacion de desempefio (P.Q.): Es la etapa final del proceso de
validacion. En esta etapa se demuestra que cada sistema realizara la
funcién para la cual esta destinada atendiendo los parametros y atributos
de calidad especificados.

En los métodos por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), en la
calificacion de desempeiio (PQ) se usa un método con una mezcla del
analito bien caracterizado. Para la evaluacion de estos resultados, se
aplica la seccion de aptitud del sistema <621> de la USP 40. 2D
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2.3.3.4 Parametros de la validacion

Tabla 5: Parametros de la validacion

Parametros

Concepto

Especificidad

Capacidad de evaluar, medir e identificar simultanea o
separadamente, de manera inequivoca el o los analitos de interés
sin interferencias de impurezas, productos de degradacion,
compuestos relacionados, excipientes u otras sustancias
previsibles presentes en la matriz de la muestra o insumos.

Exactitud

Corresponde al grado de concordancia de los resultados del
ensayo con el valor real o la proximidad al valor real de los
resultados obtenidos por el procedimiento, es decir evalla la
diferencia entre el valor experimental y el valor verdadero.
Matematicamente se expresa en forma de error determinado,
sistematico o sesgo, mientras menor es el sesgo mayor es la
exactitud de un resultado. La exactitud de un método de ensayo
debe establecerse en todo su intervalo.

Linealidad

La linealidad de un método de ensayo es su capacidad para

obtener resultados de prueba que sean proporcionales ya sea

directamente, o por medio de una transformacién matematica bien

definida, a la concentracion de analito en muestras en un intervalo

dado.

Se deben considerar los siguientes rangos especificos minimos

para la linealidad segun su aplicacion:

|. Para la valoracion de un Producto Farmaceéutico: de 80% a
120% de la concentracién de trabajo (si se declara entre 90 a
110 %);

Il. Paraimpureza declarada: desde el nivel declarado 20%;

lll. Para impurezas declaradas pero que no establecen limites:
desde 0,1 - 2,5 %;

Precision

Es el grado de concordancia entre los valores de una serie repetida
de ensayos efectuados sobre una muestra homogénea o,
expresado en otra forma, la distribucién de los valores analiticos
alrededor de la media.

Dentro del término precision del método se pueden distinguir tres

tipos de estudios:

I. Repetibilidad expresa la precision bajo las mismas condiciones
de operacion en un periodo corto de tiempo (misma muestra,
mismo analista, mismo laboratorio, mismo equipo, mismo dia,
etc.).

II. Reproducibilidad: Se entiende como el desarrollo del
procedimiento o método analitico en diferentes laboratorios,
como por ejemplo en un estudio en colaboracion. Se expresa
con los mismos parametros matematicos que la repetibilidad.

[ll. Precision Intermedia expresa la variacion dentro de un
laboratorio por ejemplo en diferentes dias, con diferentes
analistas 0 con equipo diferente dentro del mismo laboratorio,
con la misma muestra homogénea.

Fuente: Guia técnica de validacion de métodos de ensayo - Chile 2
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2.4 Formulacién de la hipotesis

2.4.1 Hipotesis general

e El método analitico para la cuantificacion de amoxicilina trihidrato
250mg/5mL polvo para suspension oral por cromatografia liquida de
alta resolucién (HPLC), cumple con los parametros de validacion,
establecidos en la Farmacopea de Estados Unidos (USP 40)

2.4.2 Hipotesis especificas

e Se puede desarrollar el proceso de validacion del método analitico
con las exigencias en todos los parametros de especificidad,
linealidad, rango, exactitud, precision y robustez.

e Se puede lograr la optimizacion del método analitico.

e El desarrollo de la validacién del método analitico es confiable.
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2.5 Definicién de términos basicos

A continuacion, presentamos un glosario relacionado con el desarrollo y

validacion de métodos analiticos:

Analito/Principio activo: Sustancia contenida en la muestra sometida a

analisis. Es la sustancia dotada de un efecto farmacoldgico determinado.

Blanco (placebo, matriz de la muestra): Muestra preparada para la lectura
final pero que no contiene el o los analitos en estudio, puede ser un blanco

de los reactivos usados durante el andlisis o blanco de la muestra (placebo).

Calibracion: Conjunto de operaciones que determinan, bajo condiciones
especificadas, la relacién entre los valores indicados por un instrumento o
sistema de medicion y los valores conocidos correspondientes a un patron

de referencia.

Calidad: La totalidad de propiedades y caracteristicas de un producto o
servicio que se refieren a su capacidad para satisfacer necesidades
declaradas e implicitas.

Cantidad declarada o nominal: Es la cantidad o concentracion teorica de

un analito en el producto.

Cantidad estimada o calculada / Contenido: Es la cantidad o

concentracion del analito hallada tras la ejecucién del método analitico.

Curvade calibracién: Representacion grafica de la sefial de medicién como
una funcion de la cantidad de analito. 23

Desviacion estandar: Es una medida del grado de dispersion de los valores
alrededor de una medida en una distribucion de valores.
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Desviacion estandar relativa/ Coeficiente de variacion: Es la desviacion
estandar expresada como funcion de la media. Normalmente se expresa en

porcentaje.

Error aleatorio: Resultado de una medicion menos la media que resultaria
de un ndmero infinito de mediciones del mismo mensurando realizadas bajo

condiciones de repetibilidad.

Error sistematico: Media que resultaria de un nimero infinito de mediciones
del mismo mensurando realizadas bajo condiciones de repetitividad menos

un valor verdadero del mensurando.

Especificaciones: Descripcion de material, sustancia o producto, que
incluye la definicidon de sus propiedades y caracteristicas, con las tolerancias

de variaciéon de los parametros de calidad.

Estabilidad analitica de la muestra: Propiedad de una muestra, preparada
para su cuantificacion, de conservar su integridad fisicoquimica y la
concentracion del analito, durante el tiempo comprendido entre su
preparacion y la finalizacion del analisis, especialmente cuando se utilizan
equipos automaticos en donde las muestras pueden permanecer horas

antes de ser analizadas.

Factor de retencion (k): También se le conoce como factor de capacidad
(k"). En un método cromatografico es el nimero de volimenes de fase maovil
necesarios para eluir un compuesto después del volumen inicial contenido

en la columna.

Factor de simetria o asimetria / factor de cola: Medida de la asimetria de

la sefial generada por el pico cromatografico. (18)

Grados de libertad: Numero de categorias independientes que definen una

muestra 0 una poblacion.
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Idoneidad del sistema (SST): Es uno de los parametros como parte integral
de los métodos cromatograficos de liquidos y de gases. Estos se usan para
verificar que el sistema cromatografico sea adecuado para el analisis que se
pretender efectuar. Permiten verificar en el momento de utilizacion del
método que el sistema (instrumento, analista, equipo, sustancia de
referencia, entre otros) opera con base a criterios preestablecidos que

permitan asegurar la confiabilidad de los resultados.

Intervalo de confianza o limites de confianza: Intervalo en torno al valor

estimado que contiene el valor real con una probabilidad determinada.

Método de medicion: Secuencia logica de operaciones, descrita

genéricamente, utilizada en el desarrollo de las mediciones.

Material de referencia (MR): Material o sustancia en la cual uno o mas
valores de sus propiedades son suficientemente homogéneos y bien
definidos como para ser utilizados en la calibracion de aparatos, en la
evaluacion de un método de medicion o para asignar valores a otros

materiales.

Material de referencia certificado (MRC): Material de referencia
acompafado de un certificado, en el cual uno o mas valores de sus
propiedades estan certificados por un procedimiento que establece
trazabilidad a una realizacion exacta de la unidad en la cual se expresan los
valores de la propiedad y en el que cada valor certificado se acompafa de

una incertidumbre con un nivel declarado de confianza.
Media aritmética o promedio: Valor de centralizacion de una muestra o

poblacién. Equivale a la suma de todas las observaciones dividida por el

namero de las mismas. (18)
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Método analitico o ensayo: Descripcion de la secuencia de actividades,
recursos materiales y parametros que se deben cumplir, para llevar a cabo

el andlisis de un componente especifico de la muestra.

Método analitico desarrollado internamente: Método desarrollado por el
propio laboratorio y que no se encuentra en la literatura oficial.

Método analitico oficial: Método que aparece en la literatura oficial

reconocida.

Método analitico no oficial: Método que no aparece en la literatura oficial

reconocida.

NUumero de platos tedricos: Es una medida de la eficacia de la columna

cromatografica.

Parametros de desempefio: Parametro especifico a estudiar en un
protocolo de validacion.

Placebo analitico: Muestra que contiene todos los componentes de un
producto a excepcion del analito.

Producto terminado: Producto que ha sido sometido a todas las etapas de

fabricacion, incluyendo el empacado en su envase final y el etiquetado.

Recta de regresion o recta de calibracidon: Relacion entre las respuestas
instrumentales que produce el analito y las concentraciones del mismo.
Siempre que sea posible se buscara una respuesta lineal, cuando no lo sea

podran efectuar transformaciones matematicas.

Recuperacion: Se define como eficacia en el rescate del analito de la matriz

de la muestra.
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Relacion sefal-ruido: En sistemas instrumentales es la sefal residual o
linea de base registrada con concentracion cero de analito. Es decir, es la

sefial ruido que proporciona un blanco o placebo.

Sensibilidad: Capacidad de un método analitico de detectar pequefias
concentraciones del analito. Cambio en la respuesta de un instrumento de

medicion dividido por el correspondiente cambio del estimulo.

Sesgo: La diferencia entre el valor esperado de los resultados de prueba y

un valor de referencia aceptado.
Tiempo de retencion (tr): Tiempo transcurrido entre la inyeccion de la

muestra y la aparicion de la respuesta maxima.

Varianza: Cuadrado de la desviacion estandar. 24
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CAPITULO IIl. METODOLOGIA

3.1 Nivel, tipo y disefio de la investigacion

eNivel de investigacion: Estudio aplicativo

eTipo de investigacion: Es experimental porque se trabajé sobre la base
de una muestra de amoxicilina trihidrato 250 mg/5mL polvo para
suspension oral para efectos de validacion del método analitico con fines
de cuantificacion del producto terminado.

eDisefio de la investigacion: La seleccion de la muestra consistio en la
eleccién de amoxicilina trihidrato 250 mg/5mL polvo para suspensién oral,
producto en cuya metodologia farmacopeica (USP 40), se realiza cambios
significativos para la optimizacion de tiempo y recursos del método. La
evaluacion de la factibilidad, realizada en conjunto con la jefatura de control
de calidad, comprobando que se cuente con las condiciones Optimas para
el desarrollo de la validacion.

Se tomara la recoleccion de datos en formato de Excel previamente
diseflados para un mejor entendimiento, con cuadros légicos para cada
pardmetro que se va a evaluar, asi mismo se utilizara también el formato
de Minitab 16 como ayuda comparativa y dandole mas robustez a la

evaluacion.

eAndlisis de datos: Disefladas en hojas de calculo Excel que se
representaran a traves de graficos y tablas.
eArea de estudio: Se llevd acabo en el area de control de calidad del

laboratorio de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.
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3.2 Poblacion y muestra
3.2.1 Poblacion
La poblacion de estudio estuvo conformada por el producto de amoxicilina
trinidrato 250mg/5mL polvo para suspension oral comercializados en el
Peru.

3.2.2 Muestra

Se seleccionaron 50 unidades de amoxicilina trihidrato 250mg/5mL polvo

para suspension oral de un mismo lote de Farmindustria.
3.3 Equipos, materiales y reactivos
Para la Evaluacion de la técnica se hara bajo la metodologia de cromatografia

liquida de alta resolucién (HPLC) para ello se requiere los instrumentos y
eguipos segun tabla (6).
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Tabla 6: Instrumentos y equipos usados para medir los parametros

item |Nombre Serie Marca Modelo Caddigo Cal!flcado
Calibrado
Balanza Mettler XS 105
Analitica 1128022236 Toledo DUAL EQ-FQ-05 | Conforme
RANGE
SEVEN
L, Mettler COMPACT
Potencidometro | B433931190 Toledo pH/lon EQ-FQ-41 | Conforme
S220
BEAB706120
. AT 1260
DEAAC16137 | Agilent EQ-FQ-28
HPLC DEACN17165 | Technologies | PAP Conforme
DEAA302924

Fuente: Elaborado por el propio investigador

Materiales:

- Pipeta volumétricade 2y 5 mL

- Matraces volumétricos (fiolas) de 25, 50, 100, 200 y 1 000 mL

- Probetas de 500 y 1 000 mL

- Columna cromatografica Zorbax Eclipse L1(C18) 150 mm x 4.6 mm X 5

pm.

- Portafiltro

- Membranas PVDF 0.45 ym de porosidad.
- Viales de 2 mL para HPLC

Reactivos:

- Acetonitrilo.

- Fosfato monobasico de potasio

- Hidroxido de potasio
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3.3.1 Validacién de instrumentos

Los instrumentos se revisaron y calibraron para evitar errores aleatorios

al andlisis que se desea hacer.

3.4 Procedimiento experimental

3.4.1 Calibracion, verificacion y mantenimiento de equipos

Todos los equipos usados previo a la validacién fueron verificados y
calibrados siguiendo los procedimientos del laboratorio de control de
calidad y su programa de verificacion y calibracion, asi como también el
material de vidrio fue verificado con un patrén de referencia para una

trazabilidad adecuada.

3.4.2 Desarrollo del método analitico para la cuantificacion de

amoxicilina trihidrato 250mg/5mL polvo para suspension oral.

3.4.2.1 Determinacion del diluyente
El diluyente utilizado para el desarrollo del anélisis de la validacion fue el
agua purificada tipo | que es agua para uso farmacéutico porque tiene un

alto grado de pureza.

3.4.2.2 Preparacion de la fase movil
Se peso 13.6 g de fosfato monobasico de potasio en 1900 mL de agua
purificada y se ajust6é a un pH 5.0 +/- 0.05 con hidroxido de potasio al 45%

y se llevd a volumen hasta 2000 mL. (Solucion Amortiguadora).
Se prepar6 una mezcla fitrada y desgasificada de Solucion

Amortiguadora: Acetonitrilo (960:40); se filtr6 a través de una membrana

0.45 um de poro.
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3.4.2.3 Preparacion de estandar y muestra
Se preparé la solucion de estandar y muestra, usando como diluyente

agua purificada tipo I.

3.4.2.4 Preparacion del estdndar de referencia

Se pes6é 40.0 mg de amoxicilina trihidrato 250mg/5mL estandar, se
transfirid a una fiola de 25 mL y se adicion6 15 mL de agua purificada, se
aplicé ultrasonido hasta disolucion completa y se completé a volumen con
agua purificada. Se transfirid una alicuota de 4 mL a una fiola de 50 mL y
se completé a volumen con agua purificada tipo I. Homogeneizar y filtrar
por membrana PVDF 0.45 um de porosidad e inyectar.

Concentracion final: 0.11 mg/mL de amoxicilina trihidrato 250mg/5mL.

3.4.2.5 Preparacion de la muestra

Reconstituir el polvo de seis frascos del producto terminado, agregando
agua purificada tipo | hasta el enrase indicado en el rotulo del frasco.
Hacer un pool de las muestras y pesar con exactitud alrededor de 5 mL
de muestra reconstituida (equivalente amoxicilina trihidrato 250mg/5mL),
transferir a una fiola de 200 mL, y se adicion6 100 mL de agua purificada,
agitar mecanicamente por 10 minutos, llevar al ultrasonido por 20 minutos,
enfriar y diluir a volumen con agua purificada, homogeneizar. Medir una
alicuota de 5 mL de esta solucion y transferir a una fiola de 50 mL y diluir
a volumen con agua purificada, homogeneizar. Filtrar por membrana de
PVDF 0.45 um de porosidad e inyectar.

Concentracion final: 0.11 mg/mL de amoxicilina trihidrato 250mg/5mlL.

3.4.2.6 Sistema cromatografico

En el analisis instrumental se trabajo con las siguientes condiciones
cromatograficas: cromatografo de liquidos de alta resolucion de marca
Agilent Technologies 1260 con detector DAD-UV/VIS ajustado a 230 nm.
La separacion se realiz6 empleando una columna cromatogréafica Zorbax
Eclipse XDB C-18 (150 x 4.6 mm) (5 um) marca Agilent, con un flujo de

1.0 mL/min, a una temperatura de 30°C y con un volumen de inyeccion de
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3.4.3

3.4.4

10 pL. los tiempos de retencion son de aproximadamente 2.4 minutos para
amoxicilina trihidrato 250mg/5mL.
El tiempo de corrida es aproximadamente de 5.0 minutos para los

estandares y 10.0 minutos para las muestras.

Determinacion de la idoneidad del sistema — SST

Como parte de los requisitos de la validacion segun los criterios de la
(USP40), en el capitulo (1225), se realizd un conjunto de ensayos que
permiti6 comprobar que al momento de utilizar el método estaban en
condiciones adecuadas para llevar a cabo el desarrollo de la metodologia

analitica.

Los parametros de evaluacién de la idoneidad del sistema (SST), segun
la (USP40), se pueden dividir en las siguientes categorias y criterios de

aceptacion.

3.4.3.1 Precision: la desviaciéon estandar relativa (RSD) de las

inyecciones repetidas es menor a 2.0%.
3.4.3.2 Pardmetros cromatograficos: el nimero de platos teoricos, es

decir, la eficiencia de la columna (N) debe de ser mayor a 1700. Asi como

también el factor de asimetria (USP40 tailing) debe de ser menor a 2.0

Validacion del meétodo analitico para la cuantificacion de

amoxicilina trihidrato 250mg/5mL polvo para suspension oral.

La validacion del método se realiz6 segun los parametros exigidos en la
categoria | y IV de la (USP40).
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3.4.4.1 Especificidad

Se evalué mediante el estudio de las interferencias que pudieran
presentarse en la determinacion y cuantificacion del analito de interes,
se analiz6 de manera independiente la sustancia de referencia y las

muestras de producto terminado, sometidas a diferentes degradaciones.

Para las muestras sometidas a degradacion, previamente se agrego
agua purificada como diluyente y se siguié como dice el cuadro, las
muestras sometidas a condiciones de degradaciones son neutralizadas

antes de ser colocadas en los equipos.

Tabla 7: Condiciones de degradacién

Condiciones de | Solucién Temperatura /

estrés estresante Tiempo de
exposicion

Hidrolisis acida 5mLde HCLO.1 N 80°C / 120 minutos

Hidrolisis basica 5mL de NaOH 0.1 N 80°C / 120 minutos

Oxidacion con | V gotas de H202 al 3% | 80°C / 120 minutos

peroxido

Exposicién alaluz | Diluyente Luz a UV /5 dias

Exposicién al calor | Diluyente 60° C /15 horas

Fuente: Elaborado por el propio investigador

Asimismo, como parte de la evaluacion, se preparé y analizo:

Muestras de estabilidad normal o natural: muestras de amoxicilina
trinidrato 250mg/5mL polvo para suspension oral, con fecha de expira de
marzo - 2019; lote 1180317; estos se compararon con estandares al
100% y se preparé cada una de las muestras por duplicado; se procedi6
segun la metodologia analitica. Los criterios de aceptacion

recomendables segun la USP40.
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e Ausencia de interferencias entre los productos de degradacion
forzada y el analito puro, las sefiales cromatograficas deben de ser
distintas a la del estandar en cuanto a tiempo de retencion.

e Identidad del pico cromatogréafico: pureza del pico, ausencia de

coelucion. Factor de respuesta mayor a 98 por ciento.

3.4.4.2 Linealidad
Se determina la relacion entre la concentracion del analito y la respuesta

analitica. Se procedio de la siguiente manera:

e Linealidad del sistema

Se realiz6 el analisis mediante 5 niveles de concentracion del analito:
50%, 75%, 100%, 125% y 150%. Se prepard tres series de las
concentraciones indicadas y se evalu6 cada una por triplicado,
obteniendo un total de 45 resultados individuales. El analisis de este

“parametro se realiz6 empleando el estandar de referencia.

e Linealidad del método

Se realizdé mediante el analisis de 3 niveles de concentracion del analito
a 10%, 25% y 50%. Se preparé tres series de las concentraciones
indicadas y se evalué cada uno por duplicado, obteniéndose un total de
18 resultados individuales. Para el analisis se emple6 la muestra y el
analito puro (estandar de referencia) y se trabajé por el método de
adicion del analito en muestra.

Las concentraciones establecidas para la linealidad fueron determinadas
en torno a la concentracion tedrica de cuantificacion del principio activo
en la muestra (100%), con los datos obtenidos se determina:

e Ecuacion de la recta (pendiente e intercepto)

e Coeficiente de correlacion “r”

e Coeficiente de determinacién “r2”

e Coeficiente de variacion

e Limites de confianza
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3.4.4.3 Exactitud

Se realizd por el método de adicidén del analito a la muestra (muestra
cargada), pesando cantidades de muestra y analito equivalentes a la
concentracion tedrica.

Se prepararon muestras a las concentraciones de 10%, 25% y 50 % por
triplicado.

Los criterios de aceptacion son los siguientes:

e Porcentaje de recuperacion: 97.0% - 103.0%

e Coeficiente de variacion del porcentaje de recuperacion menor a 2%

3.4.4.4 Precision
Se determiné el grado de concordancia entre los resultados obtenidos al

ser analizados repetidas veces bajo diferentes condiciones.

e Repetibilidad

Se prepar6 6 muestras de un mismo lote (1180317) de producto
terminado de amoxicilina trihidrato 250mg/5mL polvo para suspension
oral, empleando el método analitico desarrollado, con la participacion del
mismo analista, mismos aparatos, reactivos, en un periodo corto y en el

mismo laboratorio.

e Precision Intermedia

Se prepard 6 muestras del mismo lote (1180317) de producto terminado
de amoxicilina trihidrato 250mg/5mL polvo para suspension oral,
realizado por un segundo analista que utilizé el mismo método analitico,
con las siguientes variaciones: diferente dia de analisis, diferentes
preparados de las fases moviles y en diferente dia, pero en un mismo
laboratorio.

Se calculé los intervalos de confianza para ambos analistas y se evalu6
la variabilidad del método en cada una de las condiciones establecidas.
Los criterios de aceptacion son los siguientes:

e Coeficiente de variacion de repetibilidad: menor a 2.0%

e Coeficiente de variacién de precision intermedia: menor a 4.0%
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3.4.4.5 Robustez

Se evalué la capacidad del método analitico de permanecer inalterado
ante pequefias pero deliberadas variaciones en ciertos parametros que
son susceptibles durante su utilizacion, se trabajé con las muestras
preparadas de repetibilidad, para las que se realizd pequefias
variaciones como lo siguientes:

e Andlisis después de 48 horas de la preparacion de las muestras en

refrigeracion, comparado con un estandar preparado en el momento.

Los criterios de aceptacion son los siguientes:

e Coeficiente de variacion del método: menor a 2.0%

e Coeficiente de variacion entre el resultado del estudio de robustez y
el resultado del estudio de repetibilidad: menor a 2.0%.

3.4.4.6 Andlisis Estadistico

Con los datos obtenidos en cada uno de los parametros se procedi6 con
el tratamiento de los resultados y evaluacion estadistica.

Este incluyo célculos de ecuacion de regresion lineal, coeficiente de
correlacion, coeficiente de determinacion, desviacidon estandar,
coeficiente de variacion, test de T-student, Test de Fischer y analisis de

Anova todo en un intervalo de confianza del 95%.
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Técnicas de procesamiento, analisis de datos y resultados

Para el procesamiento de datos de la evaluacion de la técnica para amoxicilina
trinidrato 250mg/5mL polvo para suspension oral esta se realiz6 por separado

para cada parametro que se evaluado, de acuerdo a lo siguiente:

e Recuperacion (exactitud): Se evalué el promedio, desviacién estandar,
desviacion estandar relativa, prueba de normalidad de los datos para saber
si tiene distribucion normal, T de una muestra o prueba de Wilcoxon segun
aplique a la normalidad de los datos.

e Precision: Se evalud el promedio, desviacion estadndar, y desviacion
estandar relativa, Anderson Darling (distribucion normal a los datos del
primer analista como al segundo analista), prueba de Cochran, prueba de
Bartlett, analisis de varianza de un factor (ANOVA).

e Robustez: Se evalu6 el promedio, desviacion estandar, desviacion

estandar relativa, prueba de varianza de un factor (ANOVA).

4.1.1 Determinacién de laidoneidad del sistema — SST

Se realiz6 la evaluacion de la idoneidad del sistema en un estandar

preparado al 100%. (Anexo 1)

En la tabla N° 8 se observa que la precision del sistema, el RSD de las
respuestas analiticas es menor a 2.0% (0.054%), asi como el tiempo de
retencidn permanece inalterado y con una desviacion menor al 2.0%
(0.034%); también se observa que se cumplié con los dem@s criterios de
aceptacion.
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Los resultados obtenidos cumplen con los criterios establecidos por la

USP40, AEFI y los establecidos por el usuario. (Anexo 2)

Tabla 8: Parametros de idoneidad del sistema para amoxicilina trihidrato
250mg/5mL — estandar de referencia

Fuente: Elaborado por el propio investigador

N° de | . Tiempo de | Platos Factor de
Inyecciones Areas Retencién | Tedricos Asimetria
1 9744.91602 | 2.414

2 9747.13477 | 2.413

3 9758.89844 | 2.413

4 9750.10547 | 2.412 2774 1.35021

5 9749.11230 | 2.412

6 9744.63184 | 2.412

Promedio 9749.13314 | 2.413

Desviacion | 5.26 0.0008

RSD (%) 0.054% 0.034%

Los parametros fueron establecidos durante la validacion del método

analitico, estos fueron evaluados durante el analisis de rutina.

Tabla 9: Evaluacion de parametros de idoneidad del sistema

Parametros Limites Resultados
RSD Inyecciones <2.0% 0.054%
Numero de Platos >1700 2774
Teodricos
Factor de Asimetria <2 1.35021

Fuente: Elaborado por el propio investigador
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4.1.2 Especificidad

Se realiz6 la evaluacion de algun posible interferente en el tiempo de
retencion del principio activo y muestras, ya sea a excipientes propios o
impurezas del producto de degradacion a la que fue sometida, las

muestras fueron evaluadas por duplicado.

Andlisis del estandar. Principio activo: amoxicilina trihidrato
250mg/smL

Se observa los cromatogramas del principio activo en el (Figura N° 2),
en las muestras sometidas a condiciones de hidrélisis basica y oxidacion
con peroxido (Figura N° 2C, 2D), aparecié una degradacion total del
analito, en la hidrolisis 4cida y degradacion por luz UV (Figura N° 2B,
2F), el principio activo resulta ser un poco mas estable pero
evidenciandose una disminucién de este, y en la degradacion por calor
(Figura N° 2E), se observa la aparicién de algunos picos secundarios o
posibles productos de degradacién que interfieren con el principio activo.
En los demas cromatogramas los posibles picos que sobresalen no

interfieren con el analito de amoxicilina trihidrato 250mg/5mL.
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Tabla 10: Especificidad — Principio activo puro — Amoxicilina

Condicién Muestra % Amoxicilina
establecida trihidrato
250mg/5mL
_ o _ M1 70.48%

ST - Hidrélisis acida

M2 70.83%
ST - Hidrolisis | M1 0.00%
basica M2 0.00%
ST - Oxidacion con | M1 0.00%
peroxido M2 0.00%

M1 40.09%
ST - Calor

M2 39.03%

M1 87.81%
ST - Luz UV

M2 87.80%

Fuente: Elaborado por el propio investigador
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Figura 2: Cromatogramas del estudio de especificidad de
amoxicilina estandar de referencia (ER).

A: Estandar de amoxicilina; B: Estandar sometido a hidrélisis acida;
C: Estandar sometido a hidrdlisis basica; D: Estandar sometido a
oxidacion con peroxido; E: Estandar sometido a calor (60° C); F:

Estandar sometido a luz UV (5 dias).
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Andlisis de muestra de producto terminado: Amoxicilina trihidrato
250mg/smL.

Se observa los cromatogramas del principio activo de la muestra en el
(Figura N° 3), en las muestras sometidas a condiciones de oxidacion con
peréxido (Figura N° 3D), aparecié una degradacion total del analito, en
la hidrdlisis acida, basica y en las degradaciones por calor y luz UV
(Figura N° 3B, 3C, 3E y 3F), el principio activo resulta ser un poco mas
estable pero evidenciandose una disminucion de este, se observa la
aparicion de algunos picos secundarios o posibles productos de
degradacion que no interfieren con el analito de amoxicilina trihidrato
250mg/5mL.

Tabla 11: Especificidad — muestra de producto terminado amoxicilina
trihidrato 250mg/5mL

Condiciéon Establecida | Muestra % Amoxicilina trihidrato
250mg/5mL
M1 98.61%
Normal
M2 98.81%
M1 95.48%
MP - Hidrélisis acida
M2 93.98%
. o _ M1 92.98%
MP - Hidrélisis basica
M2 90.97%
MP - Oxidacion con | M1 0.00%
peroxido M2 0.00%
M1 75.61%
MP - Calor
M2 73.85%
M1 86.32%
MP - Luz UV
M2 87.43%

Fuente: Elaborado por el propio investigador
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Figura 3: Cromatogramas del estudio de especificidad de
amoxicilina trihidrato 250mg/5mL muestra problema (MP).

A: Muestra de amoxicilina trihidrato 250mg/5mL; B: Muestra sometido a
hidrdlisis acida; C: Muestra sometido a hidrolisis basica; D: Muestra
sometido a oxidacion con peroxido; E: Muestra sometido a calor (60° C);
F: Muestra sometido a luz UV (5dias).
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4.1.3 Linealidad
Linealidad del sistema. Se trabaj6 en el intervalo de concentracion de
0.0557, 0,0827, 0,1102, 0,1367 y 0.1641 mg/mL, correspondientes a
50%, 75%, 100%, 125% y 150% de las concentraciones de trabajo.

En la tabla N°12 se reportan los resultados obtenidos del analisis de

Linealidad del Sistema.

Tabla 12: Resultados de linealidad del sistema

MUestras Concentracion | Area de las | Factor de

mg/mL (x) respuestas (y) | respuesta (x/y)
50% - M1 0.0557 4964.07129 89121.567145
50% - M2 0.0557 4976.36865 89342.345661
50% - M3 0.0557 4995.84521 89692.014602
75% - M1 0.0827 7420.88265 89732.559210
75% - M2 0.0827 7391.68359 89379.487223
75% - M3 0.0827 7384.60189 89293.855945
100% - M1 0.1102 9863.51367 89505.568693
100% - M2 0.1102 9665.99544 97713.207290
100% - M3 0.1102 9834.08105 89238.485057
125% - M1 0.1367 12207.43333 89300.902219
125% - M2 0.1367 12116.53333 88635.942453
125% - M3 0.1367 12174.46667 89059.741526
150% - M1 0.1641 14507.30000 88405.240707
150% - M2 0.1641 14443.00000 88013.406459
150% - M3 0.1641 14603.10000 88989.03179
Promedio 89028.22368
RSD 0.66%

Fuente: Elaborado por el propio investigador
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En las figuras 4 y 5 podemos observar la respuesta lineal para los 5

niveles de concentracion establecidos.
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Figura 4: Gréfica de linealidad del sistema

Se evidencia en la figura 5 la linealidad a la longitud de 230 nm.

Figura 5: Cromatogramas de linealidad del sistema

Con los resultados obtenidos se calcul6 la ecuacion de la recta con todos

los puntos

individuales para amoxicilina

trihidrato  250mg/5mL

(y = 88052.3832x + 94.729), a partir de alli se determiné los coeficientes

de correlacién “r’ y coeficiente de determinacion “r?”. Estos fueron:

- Coeficiente de Correlacion “r’ fue de 0.9990

- Coeficiente de Determinacion “r?” fue de 0.9997
- Coeficiente de Variacion (RSD) fue de 0.664%
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Se realiz6 la prueba de homocedasticidad (varianza residual constante),
mediante la evaluacion del test de Bondad y ajuste de Anderson Darling
(Prueba de normalidad de los datos), para los residuos de la linealidad
(Anexo 7).

El test de normalidad a los residuos de la linealidad obtuvo un P value
de (0.355) es mayor a 0.05, lo que indica que los residuos tienen una
distribucion normal de los datos y no presentan tendencia como se

puede ver en la figura 6.

Variable X 1 Grafico de los residuales
100 -
o ¢ .
8 0 T ‘ ‘ T T 1
:3 0,0000 0,0S?) 0,1000 00,1500 0,2000
2 IS
e -50 -
-100 - *
2 2
-150 -
Variable X

Figura 6: Gréfico de residuales

Se realizé la prueba de homogeneidad de varianzas bajo el test de
Cochran, donde se obtuvo el Cexp (0.66) que es menor al Cecritico (0.68), 10

gue nos indica que las varianzas son homogéneas (Anexo 8).

Se realiz6 el andlisis de varianza, mediante el estadistico de regresion
de minimos cuadrados, donde se obtuvo que el Fexp fue de 44402.045 es
mayor que el Fablas que fue de 4.667, lo que nos indica que el modelo

lineal si proporciona un buen ajuste a los datos (Anexo 8).
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Se realizé la evaluacion de estadistica de la linealidad, mediante el test
de linealidad para la pendiente “b” y el test de Proporcionalidad para la

variable independiente (intercepto) “a” (Anexo 9).

Para el test de linealidad para la variable dependiente “b” se obtuvo que
el Texp (210.718) es mayor que el Ttbia (2.160), lo que indica que la
pendiente “b” es significativamente diferente de cero (b # 0), para una
probabilidad (« = 0.05) y grados libertad (gl = n-2).

De igual manera se realizé la prueba de proporcionalidad para la variable
independiente “a” donde se obtuvo que el Texp (1.948) es menor que el
Ttabla (2.160), lo que indica que el intercepto es estadisticamente similar
a cero (a=0), para una probabilidad (« = 0.05) y grados libertad (gl =
n-2).

Linealidad del método: Se trabaj6é en el intervalo de concentracion de

0.0112 y 0.0559 mg/mL, correspondientes al 10%, 25% y 50% de la

concentracion de trabajo.
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En la tabla 13 se reportan los resultados obtenidos del analisis de

linealidad del método.

Tabla 13: Resultados de linealidad del método

Concentracion | Area de las | Factor de
Muestras mg/mL (x) respuestas (y) | respuesta
(y/x)

10% - M1 0.0112 1029.15552 91888.88571
10% - M2 0.0112 986.47351 88077.99196
10% - M3 0.0112 995.88867 88918.63125
25% - M1 0.0280 2507.56104 89555.75143
25% - M2 0.0280 2525.54077 90197.88464
25% - M3 0.0280 2528.30811 90296.71821
50% - M1 0.0559 4939.62500 88365.38462
50% - M2 0.0559 4977.31982 89039.71055
50% - M3 0.0559 4967.15869 88857.93721
Promedio 89466.54395
RSD 1.32%

Fuente: Elaborado por el propio investigador
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En las figuras 7 y 8 podemos observar la respuesta lineal para los 3

niveles de concentracion establecidos.

Grafico de linealidad del método
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Figura 7: Gréfica de linealidad del método

Se evidencia en la figura 8 la linealidad a la longitud de 230 nm.

Ll

Figura 8: Cromatogramas de linealidad del método
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Con los resultados obtenidos se calcul6 la ecuacion de la recta con todos
los puntos individuales para amoxicilina trihidrato 250mg/s5mL  (y =
88429.2144x + 25.3529), a partir de alli se determiné los coeficientes de

correlacion “r’ y coeficiente de determinacion “r?”. Estos fueron:

- Coeficiente de Correlacion “r’ fue de 0.9990
- Coeficiente de Determinacion “r?” fue de 0.9980
- Coeficiente de Variacion (RSD) fue de 1.32%

Se realiz6 la prueba de homocedasticidad (varianza residual constante),
mediante la evaluacion del test de Bondad y ajuste de Anderson Darling
(Prueba de normalidad de los datos), para los residuos de la linealidad

del método (Anexo 11).

El test de normalidad a los residuos de la linealidad obtuvo un P value
de 0.379 es mayor a 0.05, lo que indica que los residuos tienen una
distribucion normal de los datos y no presentan tendencia como se

puede observar en la figura 9.

Grafico de los residuales
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Figura 9: Gréfico de residuales
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Se realiz6 el andlisis de varianza, mediante el estadistico de regresion
de minimos cuadrados, donde se obtuvo que el Fexp fue de 45306.862 es
mayor que el Fuablas que fue de 5.591, lo que nos indica que el modelo

lineal si proporciona un buen ajuste a los datos (Anexo 12).

Se realiz6 la evaluacion de estadistica de la linealidad, mediante el test
de linealidad para la pendiente “b” y el test de proporcionalidad para la

variable independiente (Intercepto) “a” (Anexo 13)

Para el test de linealidad para la variable dependiente “b” se obtuvo que
el Texp (212.854) es mayor que el Twba (2.365), lo que indica que la
pendiente “b” es significativamente diferente de cero (b # 0), para una
probabilidad (e« = 0.05) y grados libertad (gl = n-2).

De igual manera se realizé la prueba de proporcionalidad para la variable
independiente “a” donde se obtuvo que el Texp (1.664) es menor que el
Ttabla (2.365), lo que indica que el intercepto es estadisticamente similar
a cero (a=0), para una probabilidad (« = 0.05) y grados libertad (gl =
n-2).
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4.1.4 Exactitud

Se trabaj6 las muestras a concentraciones de 10%, 25% y 50% por

triplicado, los resultados se encuentran en la tabla 14.

Tabla 14: Resultados obtenidos para el porcentaje de recuperacion

Cantidad Cantidad % Recuperacion
Muestra Agregada Encontrada _ _
(mg/mL) (mg/mL) Por Nivel | Promedio
10% - M1 0.01171 0.01167 102.17
10% - M2 0.01122 0.01148 100.48 101.17
10% - M3 0.01133 0.01152 100.86
25% - M1 0.02853 0.02839 99.01
25% - M2 0.02873 0.02848 99.33 99.23
25% - M3 0.02876 0.02849 99.36
50% - M1 0.05620 0.05569 98.67
50% - M2 0.05663 0.05586 98.97 98.48
50% - M3 0.05651 0.05520 97.79
Promedio 99.63
Desviacion Estandar 1.39
RSD 1.39

Fuente: Elaborado por el propio investigador

Se realizaron las pruebas estadisticas para asegurar que la metodologia
es exacta y no es afectado por errores sistematicos de forma
significativa, para esto se aplicO el estadistico de Cochran, para
comprobar si la variacion de la concentracion produce diferencias
significativas en los resultados, se obtuvo que el Cexp (0.701) fue menor
que el C critico, al 5% (0.707), para un 95% de confianza («x = 0.05), por lo
tanto las varianzas son equivalentes, lo que nos indica que la
concentracion no influye en la variabilidad de la respuesta medida.
(Anexo 14).
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Se procedié a realizar la prueba de normalidad de Anderson Darling,
para saber si los datos para cada nivel de recuperacién guardan una
distribucion normal de los datos, si esto fuese asi se hace el estadistico
de T-1 muestra, demostrando que los resultados estén dentro del rango
de recuperacion (97.0% - 103.0%), en caso contrario, si la distribucién
de los datos fuese no normal se hace el estadistico de Wilcoxon,

tomando el mismo rango de recuperacion. (Anexos 15y 16)

La prueba de normalidad se realiz6 a cada nivel de recuperacion siendo

los resultados expresados en la tabla 15.

Tabla 15: Resultados de recuperacion en el rango establecido

_ P P Rango
Prueba de | Estadistico
Muestra . value |value | (97.0%-
Normalidad usado
97% 103% | 103.0%)
10% P value = 0.202 T-1 muestra 0.000 | 0.004 | Conforme
25% P value = 0.773 T—1 muestra 0.000 | 0.000 | Conforme
50% P value = 0.118 T—1 muestra 0.000 | 0.000 | Conforme

Fuente: Elaborado por el propio investigador

En los cromatogramas obtenidos (Figura 10) se puede ver que no existe
la presencia de picos cercanos en el tiempo de retencidén del principio
activo y muestra, esto nos indica que los excipientes no causan ningun
tipo de interferencia en la determinacion y cuantificacion de amoxicilina
trinidrato 250mg/5mL, esto es evidenciado en la recuperacion dentro del
rango de 97.0% - 103.0%, asi obteniendo resultados conformes en este

parametro.
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A: Estandar de amoxicilina trihidrato 250mg/5mL; B: Muestra de
amoxicilina trihidrato 250mg/5mL; C: Muestra mas estandar al 10%; D:
Muestra mas estandar al 25%; E: Muestra mas estandar al 50%.
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4.1.5 Precisién

Se determiné el grado de concordancia entre los resultados obtenidos al

ser analizadas repetidas veces bajo las condiciones establecidas.

Repetibilidad: Se evalué la concordancia de los resultados. Los

resultados estan reportados en la tabla 16.
Se determind la variabilidad mediante el calcul6 de coeficiente de
variacion RSD (0.415%) menor al 2.0% establecido, lo cual evidencian

que el método es repetible en las condiciones del laboratorio.

Tabla 16: Resultados del estudio de repetibilidad

Muestra Amoxicilina trihidrato | % Obtenido
250mg/s5mL

REP- M1 245.96 98.38
REP-M2 245.33 98.13
REP-M3 245.92 98.37
REP-M4 243.80 97.52
REP-M5 244.54 97.82
REP-M6 246.55 98.62
Promedio 245.35 98.14
Desviacion 1.017 0.407
RSD 0.415% 0.415%

Fuente: Elaborado por el propio investigador

Se evalud la atipicidad de los resultados, mediante el estadistico de
Grubbs; obteniéndose como resultado Gmin (1.52) y el Gmax (0.20), siendo
estos datos menores que el Geritico al 5% (1.887). Esto significa que los

datos obtenidos no presentan valores atipicos (diferentes). (Anexo 18).
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Precision intermedia: Se evalud la concordancia de los resultados
obtenidos dentro del mismo laboratorio, un segundo analista realizé los

analisis y los resultados estan expresados en la tabla 17.

Se evalu6 la reproducibilidad bajo las condiciones de precisidon
intermedia, y se determind la variabilidad de los dos analistas,
obteniéndose un promedio de 98.19% y un coeficiente de variacion
(RSD) de 0.314% menores a lo establecido 2.0%. (Anexo 20).

Tabla 17: Resultados del estudio de precision intermedia

Muestra Amoxicilina trihidrato | % Obtenido
250mg/5mL

P.INT- M1 245.74 98.29
P.INT -M2 245.56 98.22
P.INT -M3 245.07 98.03
P.INT -M4 245.36 98.14
P.INT -M5 246.46 98.58
P.INT -M6 245.29 98.11
Promedio 245.58 98.23
Desviacion 0.488 0.195
RSD 0.199% 0.199%

Fuente: Elaborado por el propio investigador

Se evalud la atipicidad de los resultados, mediante el estadistico de
Grubbs; obteniéndose como resultado Gmin (1.046) y el Gmax (1.799),
siendo estos datos menores que el Geritico al 5% (1.887). Esto significa
que los datos obtenidos no presentan valores atipicos (diferentes).
(Anexo 21)

Se procedi6 al analisis de los dos analistas para saber si trabajan de la
misma forma y que entre sus resultados no presenten diferencias
significativas, entonces se procedié a evaluar el analisis de ANOVA para

saber si hay diferencias en las varianzas, teniendo los siguientes

59



resultados; el Fexp (0.247) menor al Fecritico (4.964) y un P value de 0.63
mayor a 0.05; resultando que las varianzas son iguales entre si. (Anexo
20)

Se prosiguié con el estadistico de T- 2 muestras para demostrar que las
medias de los analistas son iguales, teniendo en cuenta que los datos
presentan una distribucién normal, teniendo como resultado un P value
de 0.634 mayor a 0.05, es decir, que los analistas tienen igual media.
(Anexos 22 y 23).

Y por dltimo para asegurar que no haya diferencia significativa entre
ambos analistas se hizo el estadistico de Fischer para demostrar que la
varianza de los analistas son iguales, obteniéndose un P value de 0.132
mayor a 0.05. (Anexo 24).

En los cromatogramas obtenidos se evidencia que no existe diferencia
en el tiempo de retencion en repetibilidad como en precision intermedia,
demostrando que la metodologia es entendible por los analistas y que

puede ser considerado como método de rutina. (Figura 11).
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Figura 11: Cromatogramas del estudio de precision

A: Estandar de repetibilidad; B: Muestra de repetibilidad;
C: Estandar de precision intermedia; D: Muestra de precision intermedia.

61



4.1.6 Robustez

Se realizé una modificacion en el método analitico y se evalu6 la
reproducibilidad de los resultados para conocer el grado de confianza
ante las posibles variaciones que pudieran ocurrir en el transcurso del

analisis rutinario.

Los resultados se muestran en la tabla 18.

Tabla 18: Resultado de la robustez del método

Amoxicilina trihidrato 250mg/5mL
Factor
% RSD del | % RSD entre
Evaluado Resultado % ) _
Método Estudio
Analisis
98.14% 0.415% | -----
normal
Analisis 48
97.04% 0.415% 0.707%
horas

Fuente: Elaborado por el propio investigador

Durante el andlisis de esta variable, se pudo demostrar que los
parametros de idoneidad del sistema (SST) cumplieron con lo

establecido en la validacion del método analitico.

Con los resultados obtenidos se observé que el coeficiente de variacion
para este factor evaluado es menor al 2.0%, por lo tanto el método es

robusto ante la modificacion realizada. (Anexo 26).

En los cromatogramas se observan que no hubo variacién en la corrida
cromatografica en el cambio de factor, demostrando que el factor de
refrigeracion de 48 horas no altera los resultados en la determinacion de

la concentracion. (Figura 12).
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Figura 12: Cromatogramas del estudio de robustez

A: Estandar de repetibilidad; B: Muestra de repetibilidad;
C: Estandar de robustez; D: Muestras de robustez.

Es recomendable analizar la estabilidad de los productos farmacéuticos
para asegurar que las muestras mantengan sus caracteristicas, ya que
muchas veces en el laboratorio, por la carga de analisis, estas tienen que
esperar a ser analizadas. Considerando esta necesidad se procedi6 a
guardar las muestras a 48 horas en el refrigerador para asi saber si se
conservan como en un analisis en tiempo real.

Los resultados conllevan a que las muestras no sufren ningun tipo de
degradacion, por lo tanto, los resultados obtenidos son fiables.
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4.2 Discusién de los resultados

1. La idoneidad del sistema permiti6 obtener la precision con una desviacion
estandar relativa de 0.054%, asi como el tiempo de retencion permanece
inalterado y con una desviacion de 0.034%. Por tanto, se observa que se
cumplié con los criterios de evaluacion.

Los resultados obtenidos cumplen con los criterios establecidos por la
farmacopea americana (USP 40) y Asociacion Espafiola de Farmacéuticos de
La Industria ( AEFI) (ver tabla 8 y 9).

El método desarrollado resulté ser lineal, los resultados cumplieron con los
criterios de aceptacion: coeficientes de correlacion y de determinacion
(linealidad de sistema: r=0.9998 y r2 = 0.9997; linealidad de método: r =0.9999
y r2 =0.9998). (Gamboa, k)@

El método desarrollado resultd ser exacto, se obtuvo un porcentaje de
recuperacion media igual a 99.63% (CV = 1.39%), con lo que podemos
demostrar la capacidad del método de brindar resultados exactos y precisos.
(Zavala. C) @

Se determind la adecuada precision del método, cumpliendo con los criterios
de aceptacion para el parametro de precision: repetibilidad (CV = 0.415%) y
precision intermedia (CV = 0.314%).

El método desarrollado resultd ser especifico y selectivo, ya que no se observo
interferente por parte de la matriz, productos de degradacion del principio activo

0 por reactivos que se emplean en el ensayo

Como parte de la robustez del sistema se evalué la estabilidad de las muestras,
para el cual se obtuvo un CV < 2,0%, lo que nos indica que las muestras son
estables durante el tiempo de espera estudiado, y que los resultados son

confiables después de este periodo.
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2. Para la evaluacion de los pardmetro de selectividad y especificidad, el
principal objetivo fue evaluar la capacidad del método en dar respuesta
proporcionada por el analito de interés, pudiendo existir algunos interferentes
producido por el placebo o reactivos utilizados, los cuales fueron sometidos
a evaluacibn con estos parametros De observarse productos de
degradacion, estos no deben interferir en los tiempos de retencion del
principio activo de interés, esta posible interferencia puede ocasionar la
identificacion de falsos positivos, para lo cual se recomienda el estudio del
principio activo, placebo y muestras del producto terminado sometidas a
condiciones de degradacion forzadas. En el presente estudio se comprobo
gue el nuevo método es capaz de discriminar cualquier tipo de interferentes
o impurezas de degradaciéon. Las condiciones cromatograficas no fueron
modificadas para este estudio, por lo que se comprobd su adecuada
seleccion.

Para la evaluacion de la exactitud del método desarrollado, la farmacopea
americana (USP 40) y las guias ICH, nos mencionan diversos métodos para
evaluarlo, como son: placebo cargado con analito, muestra problema
cargada con el analito o, comparacion con un método exacto. Zavala C. et al
(), utilizé en sus investigaciones el método de placebo cargado con analito,
ya que es el procedimiento que mejor refleja las caracteristicas del producto
en las concentraciones reales. Para nuestro caso, se hizo muestra cargada
con el analito que es una buena opcion cuando no se puede obtener el
placebo del producto en estudio; es asi que se decidio trabajar con este
meétodo para que los analisis realizados a las muestras reflejen mejor las
caracteristicas y comportamiento del producto en la matriz del producto. En
cuanto al desarrollo y evaluacion la USP40 e ICH, recomiendan un minimo
de 9 determinaciones utilizando minimo 3 concentraciones por triplicado
dentro del rango establecido, por lo que se trabajo con 3 concentraciones,
por triplicado con 3 réplicas de cada una, obteniendo un total de 27
determinaciones, con los que se realizaron las evaluaciones estadisticas
como la T de Student, para evaluar si el porcentaje de recuperacion esta
dentro del rango de recuperacion que es de 97.0 por ciento y 103.0 por ciento

siempre y cuando los datos para cada recuperacién presenten una
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distribucién normal de los datos, caso contrario, se hace el estadistico de
Wilcoxon, asimismo el Test de Cochran y el ANOVA, permiti6 comprobar si
la concentracion del analito y/o placebo produce alguna diferencia

significativa tanto de manera individual o por niveles de concentracion.

En la evaluacion de la precisién del método, se debe tener en cuenta todas
fuentes de variacion posibles: equipos, analistas, reactivos, es asi que la
precision fue evaluada bajo los niveles de precision establecidos, segun la
USP40 e ICH: repetibilidad, precision intermedia. Segun las guias de
referencia, la repetibilidad se puede evaluar con un minimo de 9
determinaciones dentro del rango de trabajo (3 concentraciones por
triplicado) o con 6 determinaciones al 100% de la concentracion de trabajo,
en ambos casos se pueden trabajar con el método de adicién de analito al
placebo o con muestras individuales obtenidas de una muestra homogénea
(producto terminado). Zavala C. et al @, recomiendan trabajar muestras
obtenidas de una muestra homogénea; ya que evitamos variabilidad en la
muestra producto de la manipulaciéon, de manera que con el producto
terminado tenemos una muestra mas homogénea, en cuanto al criterio de
aceptacion para este parametro la AEFI establece un CV 2%, y para el caso
de la reproducibilidad aplicaria el mismo tratamiento de las muestras, con las
variaciones correspondientes para el parametro, con diferente analista,
equipo, entre otros. Para la evaluacién estadistica a través de la prueba de
Grubbs para la determinacion si los datos reportados para la repetibilidad y
precision intermedia no tengan ninguna atipicidad, es decir que guarden una
homogeneidad de los resultados, se hizo el estadistico de Anova para
demostrar que las varianzas de los dos analistas son iguales y que se trabaja

de manera igual sin presentar desviaciones.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

1. Los resultados de la validacion del método analitico cumple con las
exigencias en todos los parametros: especificidad, linealidad, exactitud,
precision y robustez para la cuantificacion de amoxicilina trihidrato
250mg/5mL polvo para suspension oral por cromatografia liquida de alta
resolucion (H.P.L.C.)

2. Se ha optimizado el método analitico para la cuantificacion amoxicilina
trinidrato 250mg/5mL polvo para suspensiéon oral por cromatografia liquida

de alta resolucion (H.P.L.C.)

3. Los resultados estadisticos obtenidos de cada parametro demuestran la

confiabilidad de la validacién del método analitico.
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5.2 Recomendaciones

1. Cualquier modificacion en el método analitico para la amoxicilina trihidrato
250 mg /5mL polvo para suspension oral, significa una revalidacion de dicho

proceso.

2. Se recomienda seguir los pasos establecidos, segun la validacion del

método analitico, de modo que los resultados sean reproducibles.

3. Se recomienda el uso de este método por la optimizacion de tiempo de

analisis y recursos
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Anexo 1: Evaluacion de la Aptitud del Sistema (SST)

APTITUD DEL SISTEMA
Estandar Amoxiciling Trihidrato
Peso 40.0 mg
Potencia 86.10% TIC Amoxicilina base
Lote 1180317
Fecha de expira Marzo 2 1%
APTITUD DEL SISTENA
Lectura H° Area de Amoxicilina Tr (min)
M1 G 744 91602 2414
M2 0 747.13477 2413
M3 9 758.85044 2413
M4 9 750.10547 2412
M5 9 749.11230 2412
M& G 74463184 2412
Promedio 974513314 2413
Desviacion 5.26016 0.00052
RSD 0.054% 0.034%
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Anexo 2: Cromatogramas de aptitud del sistema (SST) — Parametros
establecidos por la (USP 40)
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Figura 13: Cromatograma de aptitud del sistema

Fuente: Cromatografia liquida de alta resolucion



Anexo 3: Célculo del producto terminado sin degradaciones

1

ESPECIFICIDAD

A, DOSAJE DEL PRODUCTO (ANTES DE DEGRADACIOMES)

P mducto
Lote
P eeo especico

E etandar

FPeen Estandar
Paotencla
Anallsta

E quipo

Peeo Mueetra-1
P eso Muestra-2

Areaes de egtandar

AMOXICIUNA polvo Para Suspenddn Ormal 250 mgis mL

1180317
1,2487
Amoxicling

250,00

Amoxzlicllina Trhidrato

406
BE,10%
Jamelly

mg
TIC Amoxlclina base

HPLC 1260-DAD

mg/s mL

54187 g
58,2761 g
Estandar Amoxicliina
5 454, 78711
5 441,05664
O 480,83681
Areas 9 433,53613
D 428,19434
5 428,05078
Medla 5 44441032
RED 0,217%

Areas de las Muestras:

Muestra N®

Amoxicilina

a1

S 056.01465
9 038.27930

a2

&8 817.40625
& 835.05371

- Fdrmula para calcular el % de Amoxicilina en el producto:

Amoxicilina % =

AM x WSt x

4 = PotSt = 200 = 50 =

S0 WM =

A St 25
F 5t = WSt = Pot St
Fd = 1 % 4 x 200 x 50 x S5 x pe = 100
25 50 1 5 250
Muestra N° Amoxicilina
1 92.651%
2 98.81%
Media 58.71%
RSD 0.138%

34 9566

15.9573
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Anexo 4. Cromatograma de amoxicilina trihidrato 250mg/5mL a condiciones
normales

Figura 14: Cromatograma del estandar amoxicilina
trinidrato 250mg/5mL a condiciones normales

Fuente: Cromatografia liquida de alta resolucion

Figura 15: Cromatograma de muestra amoxicilina
trinidrato 250mg/5mL a condiciones normales

Fuente: cromatografia liquida de alta resolucion
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Anexo 5: Cromatograma del estandar
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Figura 16: Cromatograma de amoxicilina trihidrato
250mg/5mL expuesto a degradaciones de calor

Fuente: Cromatografia liquida de alta resolucion
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Figura 17: Cromatograma de amoxicilina trihidrato

250mg/5mL expuesto a luz UV

Fuente: Cromatografia liquida de alta resolucion
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Figura 18: Cromatograma de amoxicilina trihidrato 250mg/5mL
expuesto a hidrélisis acida

Fuente: Cromatografia liquida de alta resolucion
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Figura 19: Cromatograma de amoxicilina trihidrato

250mg/5mL expuesto a hidrdlisis basica

Fuente: Cromatografia liquida de alta resolucién
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Figura 20: Cromatograma de amoxicilina
250mg/5mL expuesto a oxidacion con peroxido

Fuente: Cromatografia liquida de alta resolucién

trinidrato
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Anexo 6: Cromatograma de la muestra

Figura 21: Cromatograma de amoxicilina trihidrato
250mg/5mL expuesto a degradaciones de calor

Fuente: Cromatografia liquida de alta resolucion

Figura 22: Cromatograma de amoxicilina trihidrato
250mg/5mL expuesto a luz UV

Fuente: Cromatografia liquida de alta resolucion
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Figura 24: Cromatograma de amoxicilina trihidrato
250mg/5mL expuesto a Hidrdlisis basica

Fuente: Cromatografia liquida de alta resolucién
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250mg/5mL expuesto a oxidacion con peroxido

Fuente: Cromatografia liquida de alta resolucion
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Anexo 7: Prueba de normalidad (Anderson Darling) a los residuales de la

linealidad del sistema y planteamiento de hipotesis

Planteamiento de la hipétesis

LINEALIDAD DEL SISTEMA
Dato X Varianza
Conc. flyfx
M | (mgimi) Y ) )
1 0.0557 4964.07129 89 121.567145
50% 2 0.0557 4976.36665 89 342 345661 82 73697032
3 0.0557 4995 84521 89 692 014602
1 0.0827 7420.88265 89 732.559210
75% 2 0.0827 7391.68359 89 379.487223 04075.51639
3 0.0827 7384 60189 89 293 855945
1 0.1102 9 863.51367 89 505.568693
100% 2 0.1102 9 665.99544 87 713.207290 935 06088966
3 0.1102 9 834 08105 89 238 485057
1 01367 12 207 43333 89 300902219
125% 2 01367 12 116.53333 88 635942453 113 322 60408
3 01367 12 174 46667 89 059.741526
1 0.1641 14 507.30000 88 406240707
150% 2 0.1641 14 443.00000 8a 013.406459 241 031 44550
3 0.1641 14 603.10000 88 989.031079
SUMA 15 1426 227.42596
———————————————————————————————————————
Analisis de los residuales
Observacion Pronésticopara ¥ Residuos
1 4999.247 -35.17570967
2 4999.247 -22.87834633
3 4999.247 -3.401786335
4 7376.661345 4422130187
5 7376.661345 15.02224854
] 7376.661345 7.840541872
7 9798.101881 65.4117885
8 9798.101881 -132.1064382
9 9798.101881 35.97917184
10 12131.49004 75.94329829
11 12131.49004 -14.95670171
12 12131.49004 4297663162
13 14544.12533 -36.82533344
14 14544.12533 -101.1253334
15 1454412533 58.97466656

Ho : Los residuos de la linealidad si presentan distribucion normal

Hi: Los residuos de la linealidad no presentan distribucion normal

Criterio de aceptacion:

Si Pvaie > 0.05, se rechaza la H1

Demostrando que los residuos de linealidad presentan distribucion normal
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Figura 26: Gréfica de probabilidad de residuos normal

Resultado:

Como P vaie > 0.05, se acepta la Ho,
Los resultados presentan distribucion normal



Anexo 8: Homogeneidad de varianzas y analisis de varianza (ANOVA)

a)

Analisis de la varianza: ANOVA

Homogeneidad de varianzas

Planteamiento de hipétesis para determinar si el factor concentracion tiene

influencia en los resultados.

Ho: Las varianzas son semejantes

Hi: Las varianzas son diferentes

Criterio de aceptacion:
Si C exp < C tablas para una probabilidad del 95%, se acepta la Ho demostrando

que las varianzas no son estadisticamente diferentes entre si.

C exp = s?Z maxima
S214+82,+52;

C exp = 0.66

C tablas = 0.68

Resultado: Como C exp < C tablas, S€ acepta la Ho; las varianzas son homogéneas.

b)

ANOVA (analisis de varianza)

Hipotesis:

Ho:[J=0 Elmodelo linealno proporciona un buen ajuste a los datos

H:: [] #0 Elmodelolineal si proporciona un buen ajuste a los datos
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Criterio de
aceptacion:

Si F exp > F tablas para una probabilidad del 95%, se rechaza la Ho demostrando

que el modelo lineal si proporciona un buen ajuste a los datos

Glr'ados de Suma de Promedio de los F oo p-valor F tablas
ibertad cuadrados cuadrados
Regresién 1 170573555.044 170574284.044 44 402.045  2.34E-24 4.667
Residuos 4 49940.407 3841.570
Total 14 170623495.451

Resultado :

Como F exp > F tanlas, NO se acepta la Ho; el modelo lineal si proporciona un buen

ajuste a los datos.
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Anexo 9: Test de linealidad y test de proporcionalidad de la linealidad del sistema

test de linealidad

Test de Hipétesis para la pendiente b:

Ho = "b" es estadisticamente igual a cero

Hi ="b" es estadisticamente diferente de cero.

Criterio de aceptacion:
Si texp []tabia para una probabilidad del 95% (p=0.05) y (n-2) grados de libertad, se rechaza

la Hipotesis nula (Ho), entonces "b" es estadisticamente diferente de cero.

Coeficientes  Error(Jtipico Estadisticot  Probabilidad Inferior 95%  Superior 95%
Pendiellte (b) 88052.383 417.868 210.718 2.33542E-24 87149.633 88955.133
t exp = 210.718
{ tabla = 2.160

Resultado:
texp [Jtania  para p = 0.05 y (n-2) grados de libertad, entonces se rechaza la hipotesis nula (Ho)

y "b" es significativamente diferente de cero.
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Test de proporcionalidad

Test de Hipotesis para el Intercepto a :
Ho ="a"es estadisticamente igual a cero

Hi ="a" es estadisticamente diferente de cero

criterio de aceptacion:

Si  texp< ttabla para una probabilidad del 95% (p=0.05) y (n-2) grados de libertad, se acepta

la Hipdtesis nula (Ho), entonces "a" es estadisticamente igual a cero.
El intervalo de confianza incluye el cero.

Coeficiente  Error tipico Estadistico t Probabilidad Inferior Superior

95% 95%
Intercepcioén (a) 94.72926 48.62435 1.94819 0.07331 -10.31727 199.77579
texp = 1.948
t tabla = 2.160

Resultado:
texp < trabla  para p=0.05 y (n-2) grados de libertad, entonces se acepta la hipétesis nula (Ho),
Concluyendo que "a" es estadisticamente igual a cero.

Este intervalo de confianza del intercepto incluye el cero.

89



Anexo 10: Cromatogramas de linealidad del sistema

Figura 27: Cromatograma de linealidad del sistema a concentracion
de ER al 50 %

Fuente: Cromatografia liquida de alta resolucién

Figura 28: Cromatograma de linealidad del sistema a concentracion
de ER al 75 %
Fuente: Cromatografia liquida de alta resolucién
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Figura 29: Cromatograma de linealidad del sistema a concentracion
de ER al 100 %

Fuente: Cromatografia liquida de alta resolucion

Figura 30: Cromatograma de linealidad del sistema a concentracion
de ER al 125 %

Fuente: Cromatografia liquida de alta resolucién
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Figura 31: Cromatograma de linealidad del sistema a
concentracion de ER al 150 %

Fuente: Cromatografia liquida de alta resolucion
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Anexo 11: Prueba de normalidad (Anderson Darling) a los residuales de

la linealidad del método y planteamiento de hipotesis

Linealidad del Método
Conc. Dato X v £ (y/x) Variaznza
(n) (mg/mL) (s%)
1 00112 1029.15552 91 888.88571
10% 2 0.0112 986.47351 88 077.99196 4008666.19418
3 0.0112 095.88867 88 918.63125
1 0.0280 2507.56104 89 555.75143
25% 2 0.0280 2525.54077 90 197.88464 161855.81954
3 0.0280 2528.30811 90 296.71821
1 0.0559 4 939 62500 88 365.38462
50% 2 0.0559 4977.31982 89 039.71055 121727.51318
3 0.0559 4 967.15869 88 857.93721
SUMA 9 4292 249.52690

b = 88 429.2144
a = 253529
Ecuacion obtenida: y= 884292144 x + 253529
Analisis de los residuales
Observacion Pronéstico para Y Residuos

Planteamiento de la hipétesis

© O ~N®O 00N =

1015.760118
1015.760118
1015.760118
2501.370921
2501.370921
2501.370921
4968.546004
4968.546004
4968.546004

13.39540165
-29.28660835
-19.87144835

6.190118998

24.169849
26.937189
-28.92100399

8.773816014

-1.387313986

Ho : Los residuos de la linealidad si presentan distribucion normal

Hi: Los residuos de la linealidad no presentan distribucion normal

Criterio de aceptacion:

Si Pvaie > 0.05, se rechaza la H1
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Figura 32: Gréfica de prueba de Probabilidad de residuos normal

Resultado:

Como P vae > 0.05, se acepta la Ho,

los resultados presentan distribucion normal
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Anexo 12: Analisis de varianza (ANOVA)

AMNOVA

Flarteamierto de la Hipdtesis

Ho: B=0 El modelo lineal MO proporciona un buen ajuste a los datos

Hi:: B#0 El modelo lineal S| proporciona un buen ajuste a los datos

Criterio de Aceptacion:

Si F axp * F tanias para una probabilidad del 95%, se rechaza la He demostrando que el

modelo lineal S| proporciona un buen ajuste a los datos.

Grados de sumade Promedic de los
F -alor F
lIbertad cuadrados cuadrados =E P s
Reqgrasldn 1 22518508 ,60470320 22018508 £0475320 45 306,862 1,22E14 5,591
Reslducs T 3605, 456095710 £27 022423248
Total g 23022204 06174040
Resultado :

Como F awxp ® F meplas, N0 52 acepta la Ho el modelo lineal Sl proporciona un buen ajuste

3 los datos.
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Anexo 13: Test de linealidad y test de proporcionalidad de la linealidad del
método

Test de Linealidad

Test de Hipotesiz para la Pendiente b:
Hs = "b" es estadisticamente igual a cero

Hy = "b" es estadistic amente diferente de cero.

Criterio de aceptacion:
Si taxp > ttam= para una probabilidad del 95% (p=0.035) ¥ (n-2) grados de libertad, se rechaza
la Hipétesis nula (Hy), entonces "b" es estadisticamente diferente de cero.

El intervalo de confianza no incluye el cero.

Coeficientes Error tipico Estadisticot Probabilidad Inferior 35% Superior 95%

Pendiente (b) 2242921444 415 4452281 212,854 1,33E-14 87446, 842587 89411 .386301
t exp = 212,854
ttania = 2,385

Resultado:

tevp > tania para p = 0.05 y (n-2) grados de libertad, entonces se rechaza la hipdtesis nula (He)

v "b" es signific ativamente diferente de cemno

Test de Proporcionalidad

Test de Hipotesis para el Intercepto a :

H, = "a" es estadisticamente igual a cero

Hi ="a" es estadisticamente diferente de cero

Criterio de aceptacion:

la Hipatesis nula (Hg), entonces "a" es estadisticamente igual a cero.

El intenalo de confianza incluye el cero.

Si texp=tiane para una probabilidad del 95% (p=0.05) y (n-2) grados de libertad, se acepta

Coeficientes Error tipico Estadistico t Probabilidad Inferior 85% Superior 95%

concluyendo que "a" es estadisticamente igual a cero.
Este intervalo de confianza del intercepto incluye el cero.

Intercepcidn (a) 25 3529166 15,2347225 1. G684 1,400 -10,671478 61,377314
texp = 1,664
t tabla = 2,365

Resultado:

texp< tianiz Para p = 0.05y (n-2) grados de libertad, entonces se acepta la hipétesis nula (Hg).
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Anexo 14: Test de Cochran — Atipicidad de los resultados de exactitud

Areas de Estandares parala Fortificacién en muestra

Area de Amoxicilina al 10% Airea de Amoxicilina al 25%
Area §t 100 mg/mL Area 5t 25% mg/mL
M1 1028.15552 001171 Mi 2507.56104 0.02853
M2 98647351 01122 M2 252554077 0.02873
M3 99538867 001133 M3 2528.30811 0.02878
Promedio 001142 Promedio 0.02368
Promedio ppm 1142063 Proffiedio ppm 2867521
§ 000026 § 0.000128
Area de Amoxicilina 2l 50% hreade Amoxicilina al MP
Area St 50% mg/mL AreaMP mg/mlL
M1 4538.62500 003620 Mi 9388.33301 0.11168
M2 4977.31982 005663 M2 990882129 0.111%0
M3 4967.15869 003651 M3 9927.75977 011211
Promedio 005645 Promedio 0.11190
Promedio ppm 5644525 Promedio ppm 11189712
§ 0.000222 § 0000217
Recultado de Recuitado de Recultado de
Recuperacicon =l 10X Recuperacion al 25% | Recuperacicon al 50
103514 D5.65 Q52T
101,13 33,55 23,06
10045 562 a5.02
100,75 2304 as.a2
10136 33.56 AT.S0
100,55 EEN S ar.7a
Yarianza 11434393453 0124732304 | 0.361585807 |
Warianza Max 1. 1435433453
Suma de Yarianzas 165301738654
Cenp a.vol
Crabla 124 0,733
Crabla 53 0.7av

" Planteamiento de la Hipdtesis para Cochran

H, : Lo=s Tratamisntos son igualmente efectivos

Hi: Existe una diferencia en la eficacia entre los tratamientos=s
Criterio de aceptacidn :

Si I erp = Coritico al 524, se rechaza la Hy, demostrando que lo=s
rratamientos son igualmente efectivos.

Fiesultado:

Como C exp ex £ 5 oritico, s¢ acepta la hipotesiz He

demostrandos que los kratamicntos son igualmente cfectivos entre loz analiztas




Anexo 15: Prueba de normalidad (Anderson Darling) para el porcentaje de

recuperacion

Se procede a hacer la prueba de normalidad a los resultados de las recuperaciones.

Si, la prueba es normal ( P value > 0.05), se hace el Test (T de 1 muestra)

Si, la prueba es no normal ( P value < 0.05), se hace el Test (Wilcoxon de 1 muestra)
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Figura 33: Gréfico de probabilidad normal de muestra problema mas
estandar al 10 %, 25% y 50 %

Fuente: Cromatografia liquida de alta resolucion

Resultado:

Los datos son normales, P value > 0.05,
se hace el test de T de 1 muestra
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Anexo 16: Prueba de T — 1 Muestra para el rango de 97.0% a 103.0%

Tabla de recuperaciones esperadas

Table 5: Hllustration of method criteria_for levels of interest ar increasing orders of magnirude:

Mordval Protocol Mo_ 2, Approved 26 May 2010 - Guide n Validation of

e 0.001 0.01 0.1 1 10 100 1 10
anit mg/kg mg/'kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg e'kg g'kg
S 10” 10 107 10 10°% 107 10° 1072
ratio

Recovery (%) * 40 - 120 60 - 115 BO-110 B80-110 B0 - 110 90 - 107 95 - 105 97 - 103

* Other guidelines are available for expected recovery ranges in specific areas of analysis. In cases where recoveries
have been shown to be a function of the matrix other specified requirements may be applied.

La recuperacion al 10% de fortificacion tiene que estar en un rango de 97% a 103%

seguln la tabla correspondiente:

* Planteamiento de la hipétesis para el rango de 97%
Ho : Los resultados obtenidos son iguales al 97% de recuperacion
Hi: Los resultados obtenidos son mayores al 97% de recuperacion

Criterio de aceptacién:
Si P value < 0.05, se acepta la Hi, demostrando que los resultados

son mayores que el 97 % de recuperacion

* Planteamiento de la hipétesis para el rango de 103%
Ho : Los resultados obtenidos son iguales al 103% de recuperacion

Hi: Los resultados obtenidos son menores al 103% de recuperacion

Criterio de aceptacién:
Si P value < 0.05, se acepta la Ho, demostrando que los resultados

son menores que el 103% de recuperacion

99




T de una MmMuestra: ST-10%

Pruckha de mma — 97 wsS. = 97
Error
estcandaz
de 1= o95% Limitce
wariakle T Media Desv.EST. media imSsericxz T =
sST—10% = 101.162 1.o069 0.a4a37 1o0.2s2 .55 o.o00

T de una MmMuestra: ST-10%

Pruckha de ma — 103 ws. < 103
Error
estcandaz Limite
de 1= superioz
wariakle T Media Desv.EST. media oS5 T =
sST—10% = 101.162 1.o069 0.a4a37 1o0=2.04a7 —a.zo o.0oo0a

* La recuperacion al 25% de Fortificacién tiene que estar en un rango de 97% a 103%
segun la tabla correspondiente:

* Planteamiento de la hip6tesis para el rango de 97%

Ho : Los resultados obtenidos son iguales al 97% de recuperacion
Hi: Los resultados obtenidos son mayores al 97% de recuperacion

Criterio de aceptacion:
Si P value < 0.05, se acepta la H1, demostrando que los resultados son

mayores que el 97% de recuperacién

* Planteamiento de la hipétesis para el rango de 103%

Ho : Los resultados obtenidos son iguales al 103% de recuperacion

Hi: Los resultados obtenidos son menores al 103% de recuperacion

Criterio de aceptacion:
Si P value < 0.05, se acepta la Ho, demostrando que los resultados son

menores que el 103% de recuperacion

T de una muestra: MP+5T-25%

Prueba de ma = 97 ws. > 97
Errocr
estdndar
de la 945% Limite
Wariable o Media Desv.Est. media inferior T E
MP+ST—25% a 101 .&877 o.37Te 0.154 101 .368 Z0.45 o.o00

T de una muestra: MP+ST-25%

Prueba de ma = 103 ws. < 103
Error
estadndar Limite
de la superior
Variable i) Media Desv.Est. media a95% T P
MP+5T—-25% a 101.677 0.378 0.154 101.3987 —&.81 O.000
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La recuperacion al 50% de fortificacion tiene que estar en un rango de 97% a 103% segun la tabla

correspondiente

* Planteamiento de la hip6tesis para el rango de 97%

Ho : Los resultados obtenidos son iguales al 97% de recuperacion
Hi: Los resultados obtenidos son mayores al 97% de recuperacion

Criterio de aceptacion:
Si P value < 0.05, se acepta la Hi, demostrando que los resultados son

mayores que el 97% de recuperacién

* Planteamiento de la hip6tesis para el rango de 103%

Ho : Los resultados obtenidos son iguales al 103% de recuperacion

Hi: Los resultados obtenidos son menores al 103% de recuperacion

Criterio de aceptacion:

Si P value < 0.05, se acepta la Ho, demostrando que los resultados son

menores que el 103% de recuperacion

T de una Mmuestra: MP+5ST-50%

Prueba 4de ma = 97 ws.o > 97

Error
egstandar

de l1a 95% Limite
Variakble hog Media Deswv.Est. media inferior T P
MP+ST-5S0% a 29.039 O.6802 D.244 95 .544 S .30 O .000
T de una muestra: MP+ST-50%
Prueba de ma = 103 ws. < 103

Errcor

esténdar Limite

de 1a superiocr
VWariakble T Media Desv.Est. media a25% T F
MP+S5ST-5S0% a 99 .039 o.&602 o.24a6 99 .534 —16.13 o.000

Resultados:
Todos los resultados son mayores que 97.0 % y menores que 103.0 %, lo cual

estaria dentro del rango establecido.
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Anexo 17: Cromatogramas de exactitud
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Figura 34: Cromatograma del estandar a 100% en exactitud

Fuente: Cromatografia liquida de alta resolucion

AT

R L e E

Analy=as

A6 BT S5 AL MO T . 41
-

1s-as
Last changed

CSE WAL SMONE .M
= PR oy E.OUTwaR
2000

maan Fac

Tar wath ISTES

Ref-360, 158

P
[rane

——mmmm 1
ieza_1sss2

lezs.1sssz

Figura 35: Cromatograma del estandar a 10% en exactitud

Fuente: Cromatografia liquida de alta resolucién
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Figura 36: Cromatograma del estandar a 25% en

exactitud
Fuente: Cromatografia liquida de alta resolucion
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Figura 37: Cromatograma del estandar a 50% en exactitud

Fuente: Cromatografia liquida de alta resolucion
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Figura 38: Cromatograma de la muestra a 100% en exactitud
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Figura 39: Cromatograma de la muestra mas el estandar al

10% en exactitud

Fuente: Cromatografia liquida de alta resolucion
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Figura 40: Cromatograma de la muestra mas el estandar al
25% en exactitud

Fuente: Cromatografia liquida de alta resolucion
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Figura 41: Cromatograma de la muestra mas el estandar al 50%

en exactitud

Fuente: Cromatografia liquida de alta resolucion
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Anexo 18: Célculo del estadistico de Grubbs — Atipicidad en los resultados de

repetibilidad
RESULTADOS DE REPETIBILIDAD
H-;:;tn Peso [q) Areas Amu:ic;:i:a mgi% »
Mi BA26T 11166 EGEET 246,96 8228
M2 B335 1097200000 245,33 2213
M3 B.a424 11 13.06EET 24692 9337
M4 B.24E 1075006667 24.3.80 8762
M5 B.2087 10725 E0000 244 54 a7
Mt B.23617 1106220000 24656 99362
Planteamiento de la Hipotesis para Grubbs Fromedia 4813353
Hy : Mo hay presencia de valores atipicos. 5 (140637
Hy: Si hay presencia de valares atipicos, Maximoa 33 B131E
Minima PR P
Criterio de aceptacion : G Masimo 117840
Si G etp <f= G 5%, no hay presencia de valores atipicos Gminimo 13115
Si Gewpols GT% y Gerps G 5% ol ftem o2 recagads Geritico 1% 137300
G eritico 5 % 188700

Si Genpr G 1%, existe presencia de valores atipices

Conclusion:

Mo se evidencia valores atipicos puesto que &l

(& enperimental ez ¢ al G eritico B
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Anexo 19: Cromatogramas de repetibilidad

Figura 42: Cromatograma de estandar de repetibilidad
Fuente: Cromatografia liquida de alta resolucion
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Figura 43: Cromatograma de la muestra de repetibilidad

Fuente: Cromatografia liquida de alta resolucién
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Anexo 20: Calculo del estadistico de ANOVA entre los analistas

Resultados de comparacion de los dos analistas

Muestra MN® Analista 1 Analista 2
M1 893.28% 98.25%
M2 892.13% 98.22%
M2 98.27% 98.03%
M4 897.52% 98.14%
M5 897.82% 98.58%
e 92.62% 98.11%

Andlisis de varianza de un factor

Planteamiento de la Hipétesis para el ANOVA

ANALSIDE VARAA
Origen delas variaciones  Suma decuadrados  Gradosdelibertad  Promedio delos cuadrados Probabllidad Valor citico paraF
Entre grupos L31800¢-06 1 L3GRE06 0470397 0597 4 55402724
Dentro de los grupos 0000101843 10 LOIB43E05
Totdl 0000104362 1l
Media: 98,19%
RSD: 0,314%
Criterio de aceptacion: C.V de Precision Intermedia <4% AEFI

Ho : Todas las medias son iguales ( DESVIACIONES SON NULAS)

108




Anexo 21: Célculo del estadistico de Grubbs — Atipicidad en los resultados de
precision intermedia

i Giespy GI%, existe presencia de valores atipicos

Conclusion:

Mo s evidencia valores atipicos puesto que el

G enperimental &= ¢ al G critico B

RESULTADODSDE'PRECISION INTERMEDIA
llll:;tra Peso (q) Areas Amu:inril:iila mgi5 -
Mi B4567 3636 43782 245.74 38.29
M2 B.ATED B 420 66530 245,56 §g.22
M3 B.36E0 §383.38151 24507 3803
M4 B.A01G 363178125 245,36 8.4
M5 B.3441 B 40620357 246 46 3858
Mb BT 8 333 46650 245.29 3811
Planteamiento de la Hipotesis para Grubbs Framedia sz
Hu : hlo hay presencia de valores atipicos. 5 0113503
Hy: Sihay presencia de valores atipicos. Matima ez
Minima BE.02T14
Criterio de aceptacion : G Masimo 175333
5i (G etp <0= G 5%, no hay presencis de valores tipicos G minima 14608
Si Giewp <l GT% p Gexpr (@ 5% offtem ez rezagad Geritien ! 147300
G oritico 5 % 185700
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Anexo 22: Prueba de normalidad (Anderson Darling) a los resultados de los dos

analistas

Se procede a hacer la prueba de normalidad a los resultados de las recuperaciones.

Si,lap

rueba es normal ( P value > 0.05), se hace el test (T de 1 muestra)

Si, la prueba es no normal ( P value < 0.05), se hace el test (Wilcoxon de 1 muestra)
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Figura

44: Grafica de probabilidad normal del analista 1 y analista 2

Resultado: Los datos son Normales, P value > 0.05,
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Anexo 23: Prueba de T — 2 Muestras entre los dos analistas

Prueba Te IC de dos muestras: Analista 1, Analista 2

-

T de dos muestras para Analista 1 vs. Analista 2

Error

gaténdar de

i Media Desv.Est. la media

Enalista 1 & 0.98140 0.00407 0.0017
Enalista 2 & 0.98231 0.00195 0.000820
Diferencia = mu ({Analista 1) - mu (Znalista 2)

Eatimado de la diferencia: -0.00092
IC de 95% para la diferencia: (-0.00527, 0.00344)
Prueka T de diferencia = 0 (v3. no =): Valer T = -0.50 Valor P = 0.6834

)

Planteamiento de la Hipotesis para prueba T 2 Muestras

Ho : Las medias son iguales entre los dos analistas
Hi: Las medias no son iguales entre los analistas
Criterio de aceptacion :

Si P value > 0.05, se rechaza la Hi, demostrando que las medias de

los analistas son iguales.

Resultado:

Como P value > 0.05, se acepta la hipétesis Ho

Demostrando que las medias son iguales entre los analistas.
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Anexo 24: Prueba de F entre los dos analistas

Prueba e IC para dos varianzas: Analista 1, Analista 2

Metodo

Hipdtesis nula Sigma {Analista 1) /S Sigma{finalista 2) = 1
Hipotesis alterna Sigma {(Analista 1) /S Sigma(fnalista 2) not = 1
Hiwel d4de significancia Al1fa = 0.05

Estadisticas

YVariakle N Deswv.Est. Varianza

Analista 1 [ O.a04 Q.aoa

Analista 2 [ 0.002 0.000

Felacidén de dewviaciones estdndar = Z.086

Felacidén de warianzas = 4.352

hntervalcs de confianza de 95%

IC para IC para
Distribucidn relacidon de relacidon de
de los dataos Desv.Est. Vvarianza
Normal {(0.780, 5.577) {(0.809, 31.098)
Continuo {(0.809, 26.433) {(0.371, &98.680)
Fruekbas

Estadistica

Método L1 L2 de prueka Walor F
Fruekba F (normal) 5 5 4.35 0.132
Fruskba de Lewvens (cualquiera continua) 1 140 2.52 0.143

Planteamiento de la hipdtesis para prueba F

Ho : Las varianzas son iguales entre los dos analistas

Hi: Las varianzas no son iguales entre los analistas

Criterio de aceptacion :

Si P value > 0.05, se rechaza la Hi, demostrando que las varianzas

de los analistas son iguales.

Resultado:

Como P value > 0.05, se acepta la hipétesis Ho

Demostrando que las varianzas son iguales entre los analistas.
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Anexo 25: Cromatogramas de precision intermedia
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Figura 45: Cromatograma del estandar de precision intermedia

Fuente: Cromatografia liquida de alta resolucion
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Figura 46: Cromatograma de la muestra de precision intermedia

Fuente: Cromatografia liquida de alta resolucion
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Anexo 26: Resultados de las muestras de robustez después de 48 horas

RESULTADOS DE LA ESTABILIDAD DE LAS MUESTRAS
DESPUES DE 48 HORAS EN REFRIGERACION

Muestra N° Dosaje (%) Diferencia
Inicio Final

M1 98.38 96.91 1.47%
m2 98.13 9723 0.90%
M3 98.37 97.37 1.00%
M4 97.52 96.30 1.22%
M5 97 82 97.10 0.71%
Mé 98 62 97.35 1.27%

Vedia 98.14 97.04 1.095%

Yo Y1 Id,|
RSD 0.707%
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Anexo 27: Cromatogramas de robustez

Figura 47: Cromatograma del estandar de robustez

Fuente: Cromatografia liquida de alta resolucion

Figura 48: Cromatograma de la muestra de robustez

Fuente: Cromatografia liquida de alta resolucion
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Anexo 28: Certificado del equipo Milli-Q

REPORTE DE SERVICIO TECNICO INAARRET K

Servicio Teenien (regiom); Tlpo de Entervencin: n. e in Criden:

Jase Muiar WO 2

Fechn de avise: Tecnieo de Servich

Jose Mumoz

Ndmvers Pedide MERCK Cilige FSE;

N Pedidi Cliente: Cokbs

Tag Clienter

DIRECCION DE ENVIO

Calber Av, |

el | Paist Poru
Chitat: LIMA | C i Mostal:
Kot reg. e B
DIRECCION DE LA INTERVENCHN
Compailin: UNIVERSIDAD PERUANA CAYETANG HEREDI A ] Comtacte: Carfita Leisy Csas Ramos
Calle A Homorio Delgedo 430 Urbanizacion Ingienerin | o Tetéara: ass-

Localizaciin: Universidad Pensani Cayetan
| Cludad: Lima B
Fddptoreg. oy, Lina Zip: n." Teléfons Usuario: 4552188

Edifficio: Mamta:

[ B

Infurmuciimes del 5|

Namera de catiligs Nikmern de Serle | Descripcin

FHNQOOSTO | FAIARRAG4R | Mlli-Q8 Integral §

"ORTE DE SERVICIO TECNICO PeqRIRC K

Pescripwian

ALD LW LAME

P TARNK ME

LXE | AU ANTUM TEX CAR
1

Trabajo a real

it PReventiy

Trabajo Realizado

stanven|

LE TTITR

Se realizd el mantenimiento preventivo al purificador de agua, efectuando las acciones descritas
®n &l formato de mantenimiento preventve adjunto. Conforme

Se realizé ol cambio de consumibles indicados en &l cuadro superior. Confarme

Luego sa realiza pruebas finales de funcicnamiants

Equipo gueda operativo. Cumple especficaciones bscnicas

Adg)
-(01) Cartucho pragard T2 PROGOTOS2US

(31) Lampara de 185 nm ZMQUVLFPO1

~(01) Lampara de 254 nm ZLXUWLPO1

Ambas mparas soiicitaran cambio en 151 dias

Se racomienda tener los consumibies cambiados en stock

Clicnte: Date: 05072017 07:10 PM
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Anexo 29: Certificado de calibracién de la balanza analitica

DIVISION DE METROLOGIA

KQS d L’ LABORATORIO DE CALIBRACION ACREDITADO POR EL IMAC AL
Sﬂ 0 ., ORGANISMO PERUAND DE ACREDITACKON INACAL - DA HE"" et

& pras [ra & abarasein CON REGISTRO N* LC - 008

Certificado de Calibracion

Calibration Certificate

N® BO17-C-0290

Cliarkn UKIVERSIDAD PEALIAKA CAYETHA KD Esis Certficado do Caktraotn detumesis B Fadahrkisd @ b pibona
e HEREDA Maoompkag 0 FiEma i reakian B uielickd de el te
Hrwsnbian Heamt

wi=ial e Liaglises i 7]

wljadhs A1 Lids, Irogar
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i (R 4 L

g E Pl oy LR, R S A fealles e Poeionan meTuSieat 8

o b T L LR e ]
i b ang ]
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L
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e ‘peall by fud PiFEemn 4 el s
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Idanficacien L l

Lupar e Calbirmsiin Amtern de Dalerda v Eviandares I"" il by i . I3
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Tathy @ Callimesn 2170611 i b T TR T A gl i
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A ub e e e (LB
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Caitraciss v Dalanzas s Furckrambentn na Aalaniboo’ [Verssn (0] bagids an o PSS Procedmienio
sl cligg Uy IF (Edcim Td) el BN NOECDP], eile prodeal s ie 2arpla o6 s

#| procedimeann P-CALY Procsdng
para L calibracidn de talancas de bnconymenks o my
pvirpad smadiz o A |as halanzas de fncionarianie =0 suiostilion de sseends & @ eoomsndaci inlemacional QIMLRLTENICA

Ealiruhe sws pesvrn b ik P bries i rm e e e B RN R iy D iy T e e P
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MOTU 3T e e i P B s AR e A0 BT OO

Lathrah= Fadl
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Anexo 30: Certificado de Calibracion del medidor de PH

DIVISION DE METROLOGIA

LABORATORIY DE CALINEAZION ACREDITADO POR Fl IRAE AL
KOESﬂdG { ’ CRGANIZMD FEELAND BE ACHECITASION INACAL - DA Hr

ik T e GCH REQISTRO h° LG - 00l

Certificado de Calibracion
Calibration Certificate

N® PH16-C-0228
Cligrln UNNERSIDAD PLRUARIA CAYETAND SERETLA L Cartfagda de Lamodn documenis W i bidad s
Foras Macionakss o inamarmrase nue mainan by

Eeraecian: toarin Delgaia 1° 430 U, isganeia L =ali=atha IS 8 THI df BCURNS Son B e
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Anexo 31: Certificado de calibracion del termohigrémetro
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Anexo 32: Verificacion operacional del cromatégrafo liquido HPLC

j Qv

GRUPO TECNOLOGICO

LWL PERL A

CERTIFICADO DE OPERATIVIDAD

Declaracidn del resultado obtenido en la vaerificacidn operacional del
Sisterna de Cromatografia Liquida de Alle Rendimlanto

UPCH HPLC 1280 DAD-FLD-RID (EQ-FQ-28) de Agilent
Technologles

4 El eislema de HPLC evaluado cumple con las especiicacionss astablacidas
por Agilent Technologses para cada mddulo

4 Laverficacion operacional lue supermda en modo cuaiamario

4 Sa usd el astandar de Calelna Lode MOBDDAS

& Be usd el estindar de Glicarina Lota NOB1 888

Medulg Medals N7 de Serle
Bandaja A HiA,
Bomba Cuatemaria a1311B DEABTOGE120
Automusstreader Liguida G13288 DEAACTR13T
Comparl. Termostalizads G13184 DEACKITIGS
Datecior Arreglo de Dsodos 42128 DEAAJDZG24
Datector Indice da Refracstn  G130824 DEAMABDI 106
Datecior de Fluorescencia G13Z218 DEABDOZAR4
Software de Contral Veargion
OPEM LAB Rew C01.05 141]

Compania Unneersidad Peruana Cayelano Horedia
seracio de Conirol de Calidad

Libicacion Sala Instrumental 1

Mombre y Firma del Cliente Mec Ledn Vilegas Vilchez

Mombre del Responzsable

de Serviclo : Elie Misaico
Fecha Abril 12, 2017 .

'E'!‘T gy
Firma del Responsable del Sericio : e
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Anexo 33: Certificado de control de calidad de la columna cromatogréafica

LC Column

<% Agilent Technologies
Performance Report i

SERIAL NUMBER: USKHOTRA1S

FART NUMBER WRARAT-002
LULLIMN TYFE LORBAX Eclipia XDB-C1A 4 6 x 180 mm, & um
PACKING LOT®  H11784

TEAT COMDITIONS
MOBILE PHASE =  58% Mathanal | 18% \Waber
COLUMN PRESSURE 72 @ Bar
COLUMM FLOW ] 1,00 mil ! min
LIMEAR YELDGITY L] 0,171 em | ges
TEMPERATURE & AMBIENT {Normeally 23 “C)
INJECTION WOLUME -

QUALITY CONTROL PERFORMANCE RESLULTS FOR TOLUENE

IES T YALUES SEECIFIGATIONG
THEQRETICAL PLATES 14532 MIN = B000
SELECTIVITY = 178 RANGE = 172.182
USSP TAILING FACTOR= 110 RAMGE = GB8-125
5% Paak Height)
K= 10B
W it R
-
Sample companents with concentrations
difuted in mobile phase in the followlng
eiution ardar,
Hagk Cane Sarmpla
# {ugiml} Camganen
1 B Uraci
. 200 Phanal
g 3 5 4-Chioro Nilrabenzene
i Bad Toluane

THIS COLUMN WAS SHIFFED CONTAINING METHANOL AND \WATER
MATERIAL SAFETY DATA SHEETS ARE AVAILABLE UPON REQUEST

121



Anexo 34: Constancia de la parte experimental en el laboratorio de servicio
de control de calidad de la Universidad Peruana Cayetano Heredia

? CAYETANO HEREDIA

Sorvicio de Cantrol de Cal idad

Lwma, 28 da Julio del 2017

& . . =
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5.0
Mediands la presanie 38 pore &0 LOMOErTen o b & i

La Bachiles Lavsion Dsoric, Jdoamelly Milsgros y Carbajal rosales, Enka sakal =G resnd
oo ln laculdd de cencias Farmeceuscas ¥ Broguimicas de la pressgicss Linksoesioees inca
Saralsso de la e el hacsndo Su ek de Imvestipatiin mn "Dosarails v Volkdecitn de
una Tahica Analilica pars cuaniiScar Amomnoing poive FarE sukpaneidn ornl Z50 mgls mil ool
Cromatografia Liguida de alle elicenca HOLC) o s lsbomionoas. gel Sersicio da Costrol da

Calidad e in Linesesrpidos Ferann CTipitarc Haeda

i monpighs £3M0 e irmenio para s pedinenisg

At

OF. ERIR OUNVAR GALLEGOS
Cooitader de Assguiat anin de @ O

CPUEE . x
Sl ACHEDI TG I TEHS A 40N 4L STE P SISO S L s PR Ll s
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Anexo 35: Fotos del desarrollo de validacion de un método analitico para
cuantificacion de amoxicilina trihidrato 250 mg/s5mL polvo para suspensién
oral por cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC)

Figura 49: Analizando amoxicilina trihidrato Polvo
para suspensién oral 250 mg/5mL

Fuente. Elaborado por el propio investigador

Figura 50: Fotos de los tesistas filtrando la muestra
para ser llevado al cromatografo liquido (HPLC)

Fuente. Elaborado por el propio investigador
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Figura 51: Fotos de los tesistas preparando la
muestra problema

Fuente: Elaborado por el propio investigador

Figura 52: Fotos de los tesistas pesando la muestra
problema en la balanza analitica

Fuente. Elaborado por el propio investigador
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Figura 53: Fotos de los tesistas poniendo las muestras
en el cromatdgrafo liquido (HPLC)

Fuente. Elaborado por el propio investigador
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Anexo 36: Informe técnico

Producto: amoxicilina trihidrato 250mg/5mL polvo para suspension

Método: Cromatografia liquida de alta resolucién

Paradmetro Limite Resultados
Especificidad:
Interferencia debido a degradados Ausencia de interferencia Conforme

Linealidad:

a) Sistema

Ecuacion de la Recta:
Coeficiente de Correlacion
Coeficiente de Determinacion
Test de ANOVA

Test de Linealidad:
Coeficiente de Variacion de los

Factores de Respuesta "f"

Intervalo de confianza de la
pendiente "b":

y=bx+a
Mayor a 0.995
Mayor a 0.990

Fexp > Ftabla

RSD = 2%

b % tiaba Sp
texp > tte\bla

azx ttabla. Sa

77 330.4706 x 99.9044

0.9999
0.9997
45 059.994 > 4.667
0.664%
87149.633 * 88955.133
210.718 > 2.160

-10.317270 + 199.775786

de 48 horas en refrigeracion

Intervalo de confianza del tep < tiavia 1948 < 2.160
Intercepto "a"
Exactitud:

97% - 103% 100.00%
Porcentaje de Recuperacion:
Precision:
Precision Instrumental: RSD = 2% 0.034%
De los Tiempos de retencion RSD < 2% 0.054%
De las Areas
Repetibilidad: RSD < 2% 0.415%

24535 + 2.62

-Intervalo de Confianza del X+ twa S 24535 + 1.07
95% Individual

X £ tlabla S
-Intervalo de Confianza del
95% de la Media vn
Precisién Intermedia: RSD =< 4% 0.314%
Robustez:

RSD < 2% 0.707%
Estabilidad de la muestra después Idil = 2% 1.095%

Fuente: Elaborado por el propio investigador
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PROBLEMA

Problema general:

¢ El método analitico propuesto para la
cuantificacion de amoxicilina trihidrato
250mg/5mL polvo para suspensién oral
por cromatografia liquida de alta
resolucién cumplird con los pardmetros
de desempefio para la validacion.

Especificos:

¢Se podra desarrollar el proceso de
validacién del método analitico con las
exigencias de exactitud, precision,
especificidad, linealidad, rango vy
robustez?

¢Se podra lograr la optimizacién del
método analitico?

¢;Sera confiable la validacion del
método analitico del principio activo a
analizar?

POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)”

OBJETIVOS

Objetivo general

Validar el método analitico para la
cuantificacion de amoxicilina trihidrato
250mg/5mL polvo para suspension oral
por cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC), establecidos en la
Farmacopea de Estados Unidos (USP
40).

Especificos:

Evaluar cada uno de los parametros de
desempefio de validacién del método
analitico para la cuantificacion de
amoxicilina trihidrato 250mg/5mL polvo
para suspension oral por cromatografia
liquida de alta resolucién (HPLC).

analitico

Optimizar el  método

establecido.

Demostrar la confiabilidad de la
validacion del método analitico para la
cuantificacion de amoxicilina trihidrato
250mg/5mL polvo para suspension oral
por cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC).

Anexo 37: Matriz de consistencia
“VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICACION DE AMOXICILINA TRIHIDRATO 250MG/5ML POLVO PARA SUSPENSION ORAL

HIPOTESIS

Hipotesis general.

El método analitico para la
cuantificacion de amoxicilina trihidrato
250mg/5mL polvo para suspension oral
por  cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC), cumple con los
parametros de validacion establecidos
en la Farmacopea de Estados Unidos

(USP 40).

Especificos:

Se puede desarrollar el proceso de
validacién del método analitico con las
exigencias en todos los parametros de
especificidad, linealidad, rango,
exactitud, precision y robustez.

Se puede lograr la optimizacién del
método analitico.

El desarrollo de la validacion del
método analitico es confiable.

VARIABLES

Variable independiente

Cuantificacién de amoxicilina trihidrato

250mg/5mL polvo para suspension oral.

Variable dependiente

validacion del método analitico

INDICADORES

Parametros:

Especificidad

Linealidad y rango

Exactitud

Precision

Robustez

METODOLOGIA
Nivel de investigacion:
Estudio aplicativo

Tipo:

Experimental

Enfoque:

Cuantitativo

Poblacién:

La poblacién de estudio va a hacer
conformada por el producto de
amoxicilina trihidrato 250mg/5mL polvo
para suspension oral comercializados
en el Pert

Muestras:

Se seleccionaran 50 unidades de
amoxicilina trihidrato 250mg/5mL polvo
para suspension oral de un mismo lote
de Farmindustria.

Técnica:

Cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) en fase reversa

Instrumento:

Cromatégrafo de liquido
El software de Mintab 16
Excell
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