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¢Caracterizacion de un Material de Referencia Interno de Amoxicilina a partir de un Estandar USP.

I. RESUMEN

En el campo farmacéutico, en especifico, los materiales de referencia son de gran utilidad
en los procesos de validacion de métodos analiticos, para las determinaciones analiticas de
la cantidad de ingrediente activo, asi como en el aseguramiento de la calidad de las
mediciones realizadas en los laboratorios de control de calidad. Es necesario sefialar la
importancia particular de contar, en este campo, con métodos que ofrezcan resultados con
precision y veracidad, ya que éstos se usan con fines regulatorios o legales. Los Materiales
de Referencia Interno (MRI) apoyan el establecimiento de la trazabilidad al Sl de las
mediciones elementales que realizan los laboratorios analiticos en cualquier tipo de
muestra, jugando un papel importante en las actividades Nacionales e Internacionales de
Normalizacidn, en los ensayos de aptitud y en la acreditacion de laboratorios. La seleccion
de los MRI debe tener en cuenta no solamente el nivel de incertidumbre requerido para el
objetivo deseado, sino tambien su disponibilidad, costo e idoneidad quimica y fisica para el
proposito a alcanzar. En este trabajo se proporciona informacion sobre la caracterizacion
de un Material de Referencia Interno de Amoxicilina realizada en el Laboratorio de
Control de Calidad de Medicamentos de la UNAN-Leo6n, mediante el empleo de materiales
de referencia USP, especificos para los ensayos demandados por la industria farmacéutica,
demostrandose que los resultados que ofrecen los mismos son precisos y veraces, y que

proporcionan trazabilidad.
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II. INTRODUCCION

Un material de referencia es aquel material o sustancia, en la cual uno o mas valores de sus
propiedades son suficientemente homogéneos y estables ya que deben mantenerse en los
limites determinados, durante un tiempo especificado y en unas condiciones establecidas
de almacenamiento; deben ser lo méas similares posible a las muestras reales y deben ser
trazables y estar claramente establecidos como para poder ser utilizados en la calibracion
de un aparato, la evaluacién de un método de medida o la asignacién de valores a

materiales.

Cuando se mencionan los Materiales de Referencia, en realidad se estd abordando la
calidad de los resultados. El problema de calidad en los laboratorios se traduce en una
incertidumbre menor o mayor en sus resultados. El origen de esta incertidumbre es diverso,
pudiendo provenir de la metodologia utilizada, del error humano, de la instrumentacién o
de la complejidad de la muestra a analizar. La funcion principal de los Materiales de

Referencia es ofrecer a los usuarios una base para la obtenciéon de medidas exactas.

En los laboratorios de control de calidad farmacéuticos los estandares de referencia de
medicamentos son suministrados por La Farmacopea de los Estados Unidos, establecidos y
distribuidos los estandares de Referencia con la previa autorizacion de la junta directiva de
la USPC (Convencion de la Farmacopea de los Estados Unidos) por recomendacion del

comité de estandares de referencia USP.

Los estandares de referencia suministrados por la USP, hasta antes del 24 de septiembre
del 2008, no venian acompafiados por un certificado que dijesen su pureza e incertidumbre,
Unicamente explicaban, que a menos que la etiqueta de un estandar de referencia declarase
una potencia o contenidos especificos, se consideraba que dicho estandar de referencia era
100.0% puro para fines farmacopeicos. Esto fue una limitaciéon para qué los laboratorios

Farmacéuticos garantizaran que sus resultados eran confiables.
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Para el 11 de de agosto del 2008 la Convencién de los E.E.U.U Farmacopeicos anuncio

que alcanzo la acreditacion a la guia 34 “Requisitos generales para la competencia de
productores de materiales de referencia” de la International Organization for
Standardization (ISO). Lanzando al mercado su primer material de referencia certificado
de Bromohidrato de Dextromethorphan el 24 de septiembre del 2008. Proveyendo a los
laboratorios farmacéuticos una nueva clase de estandares de referencia que aseguren la
calidad de sus medidas, al cumplir los requisitos que dispongan los organismos

reguladores a si como los clientes.

Cada material de referencia certificado viene con un certificado de anélisis que contiene
los datos sobre el valor de una propiedad certificada, su incertidumbre, y por primera vez

una fecha de vencimiento.

En este trabajo investigativo se caracterizo un Material de Referencia Interno de Amoxilina
para el Laboratorio de Control de Calidad de Medicamentos de la Facultad de Ciencias
Quimicas de la UNAN LEON, con el objetivo de garantizar la trazabilidad en las

mediciones analiticas y asegurar la calidad de los resultados.
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HHI.ANTECEDENTES

Los materiales de referencia certificados (MRC) se utilizan ampliamente como patrones de
medicion de cantidades de sustancias y de otras magnitudes quimicas y fisicas. Sin
embargo, es indispensable que estos materiales de referencia sean trazables al Sistema
Internacional de Unidades (SI) con el fin de que pueda establecerse una cadena de

trazabilidad completa desde los laboratorios de campo hasta las unidades del SI.

El uso de MRC en los laboratorios de ensayos permite mediciones altamente confiables, a
bajo costo y referidas (trazables) al SI. Estas mediciones repercuten a su vez, en tomas de
decision acertadas ya sea para el control de un proceso de produccién, para la compra de
un determinado producto, para verificar el cumplimiento de alguna norma, o bien para

lograr la aceptacion de un producto o servicio tanto a nivel nacional como internacional.

Como una consecuencia de estos hechos, el uso de MRC, con trazabilidad al Sl
demostrada, es requisito indispensable para el establecimiento de sistemas de calidad, para
la evaluacién de la conformidad y para la acreditacion de laboratorios de ensayos, lo cual

ha generado un incremento considerable en su demanda.

Los MR han sido considerados esenciales para la calibracion y comprobar la operacion
correcta del equipo usado para la determinacion de caracteristicas fisicoquimicas. Todavia
hasta los afios 70, la elaboracién de los MR y los medios de verificar sus caracteristicas se
realizaba con equipo de tecnologia avanzada. En los ultimos 36 afios, muchos laboratorios
han limitado o eliminado su actividad en la produccion de materiales de referencia.
Ademas existia en estos laboratorios poca actualizacion y el arte, con respecto a la

elaboracion de MR, era pobre.

En afos recientes ha habido mucho interés de proporcionar confianza adicional a la calidad
de los materiales de referencia disponibles en el mercado abierto, la acreditacion del
laboratorio de ensayo y calibracion con ISO/IEC 17025 requiere cada vez de productores
de materiales de referencia confiables. En 1996 el Comité de 1SO de materiales de
referencia (ISO REMCO) produjo la base para un documento de evaluacion, la Guia ISO
34: “Requerimientos Generales para la Competencia de Productores de Materiales de

Referencia”, y esta fue revisada en el 2000.
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A razdn de esto existen dos documentos internacionales la Guia ISO 34:2000 y la ILAC-
G12 “Directrices para los Requerimientos de la Competencia de Productores de Materiales
de Referencia” emitida por la Cooperacion Internacional de Acreditacion de Laboratorios
(ILAC).

El 11 de agosto de 2008 La convencion de los E.E.U.U. Pharmacopeal (USPC) anuncio
que alcanzo la acreditacion de ACLASS a la guia 34 del International Organization for
Standardization (ISO) para los productores del material de referencia (PMR) como un
productor internacionalmente acreditado de los materiales de referencia certificados
(MRC). La designacion de los MRCs representa un rigor adicional en los métodos usados
para crear, analizar y asignar valores a los materiales de referencia. USP es la Unica

farmacopea que ha alcanzado esta designacion de la 1SO.

Segun Guillermo Koch, el PhD., principal oficial de la metrologia de USP, sefiala: “Esta
acreditacion es una sefial verdadera no sélo para USP sino también para la salud publica.
La tecnologia de la medida ha dado pasos grandes significativos en las ultimas décadas.
Adhiriéndose a los criterios méas rigurosos requeridos, permaneciendo en la vanguardia de
los avances para asegurar la calidad, la fuerza y la pureza de medicinas y de ingredientes

alimentarios”.

USP esta desarrollando los criterios para identificar que estandares de referencia son
candidatos a convertirse en MRC, basados en las caracteristicas tales como estabilidad,
homogeneidad, necesidad del cliente y otras. En un cierto plazo, en colaboracién con
fabricantes, cuerpos reguladores, otras farmacopeas y los cientificos de la investigacion,
USP construiran su biblioteca de MRC. Esto proveer4d mayor exactitud y disminuird la

incertidumbre.

El 24 de septiembre de 2008 la Convencion de los E.E.U.U. Pharmacopeal (USP) anuncio
el lanzamiento de su primer material de referencia certificado (MRC), Bromhidrato de
Dextromethorphan. USP se convirtio, recientemente en la primera farmacopea global para
recibir la acreditacion del International Organization for Standardization como productor
de MRCs quimicos. Este lanzamiento levanta la confianza en las medidas analiticas de los

laboratorios de control de calidad de medicamentos.
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IV. JUSTIFICACION

Actualmente en el mercado existe un creciente interes por implantar en los laboratorios de
analisis Normas de Gestion de la Calidad como la Norma ISO 17025 o su equivalente
NTNO4-001-01 en Nicaragua. En cualquier sistema de calidad deben existir acciones
basadas en el contraste sistematico de las actividades implicadas en el control de calidad, y
para ello, en los laboratorios de ensayo es util e importante emplear materiales de

referencia.

La eleccion y desarrollo de este tema obedece a la necesidad que el Laboratorio de Control
de Calidad de la Facultad de Ciencias Quimicas UNAN LEON debe contar con un material
de Referencia Interno de Amoxicilina, para obtener resultados exactos y precisos en los
ensayos de cuantificacion de las distintas muestras que ingresan a dicho laboratorio como
son las suspensiones y/o capsulas de amoxicilina y cumplir con los requisitos establecidos
por el ISO/IEC 17025 en el acépite 5.6.3.2.

Ademas por los altos costos que implica el estar utilizando estdndares de referencia

certificados para los andlisis a determinadas muestras de medicamentos.
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V. OBJETIVOS

GENERAL:

A Caracterizar un Material de Referencia Interno de Amoxilina a partir de un

estandar de referencia USP.
ESPECIFICOS:

1. Verificar la estabilidad del Sistema Cromatografico, a través del calculo del ruido y

deriva del sistema de deteccion UV-Visible.

N

Estudiar la estabilidad y homogeneidad del Material de Referencia Interno de

Amoxicilina.

3. Elaborar las gréficas de control para garantizar la exactitud, repetibilidad y
precision intermedia de la estabilidad en las lecturas analiticas del Material de

Referencia Interno de Amoxicilina.

4. Estimar la incertidumbre en la preparacion del Material de Referencia Interno de

Amoxicilina.

5. Elaborar el Certificado de Andlisis interno, del Material de Referencia Interno de

Amoxicilina.
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VI. MARCO TEORICO
MATERIALES DE REFERENCIA: CONCEPTOS BASICOS
MATERIAL DE REFERENCIA

Es un material o sustancia en la cual uno o mas valores de sus propiedades son

suficientemente homogéneos y estan bien definidos.

JERARQUIA DE MATERIALES DE REFERENCIA

En la jerarquia metroldgica hay diferentes tipos de MR Ilamados: Material Estandar de
Referencia (MER), también llamado Patron Primario Material de Referencia
Certificado(MRC), también llamado Patrén Secundario y Material de Referencia Interno
de Trabajo o Terciario (MRI). La clasificacion méas importante de los MR es en base a su

incertidumbre como sigue:

A
MF
Incertidumbre
MRC .
Decreciente
MRI

Un Material Estandar de Referencia tiene la calidad metrologica mas alta en un campo
especifico mientras un Material de Referencia certificado es uno cuyo valor esta decidido
por comparacién con el primario. No necesariamente un Material de Referencia
Certificado es de calidad inferior a un Material Estandar de Referencia.

Se usan MRI para los tres propdsitos siguientes:

> Para calibrar instrumentos.

» Para verificar el desempefio del instrumento o su operador.
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» Proveer un medio para el control de calidad.

Un MR de trabajo puede ser primario o secundario. Ademas algunos materiales tienen sus
propiedades certificadas o son trazables, a un patron ya sea nacional o internacional, y a

estos materiales se les llama MRC.

TIPOS DE MATERIALES DE REFERENCIA

Se pueden diferenciar distintos tipos de MR:
» Fisicos, como pueden ser de masa (pesas), longitud de onda, temperatura y otras
propiedades fisicas. [7]
» Sustancias puras, soluciones y mezclas de alta pureza, utilizadas para la calibracion
en procedimientos de analisis.[7]
» MR matriciales, materiales naturales y/o materiales naturales adicionados a
sintéticos usados para la verificacion de procedimientos analiticos y en casos

especificos para la calibracion de instrumentos de medida. [7]

Los MR pueden presentarse bajo la forma de un gas, un liquido o un sélido, puro o
compuesto. También pueden tratarse de una pieza para ensayo o analisis 0 de un articulo
manufacturado. En ocasiones necesitan de cierta preparacion, como los materiales

liofilizados o las disoluciones concentradas.

APLICACIONES

Los Materiales de Referencia son utilizados basicamente, para:
» Calibrar instrumentos o equipos de medicion.
Validar métodos analiticos.
Comprobar la equivalencia de métodos.
Verificar el correcto uso del método o detectar errores en su aplicacion.

Contrastar la exactitud de los resultados.

vV V. V V VY

Asignar valores a un material o sistema.
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El laboratorio productor de MR debe disponer de procedimientos para la seleccion,
adquisicion, recepcién, registro, almacenamiento y utilizacion de los MR, del mismo modo
que para el resto de reactivos y materiales consumibles utilizados en los ensayos y

calibraciones.

CRITERIOS DE SELECCION
El primer paso para seleccionar un MRC debe ser comparar las especificaciones requeridas
con las de los MRC disponibles en el mercado, para ello se debe:
» Consultar la informacion disponible en: catalogos de fabricantes, bancos de datos,
publicaciones, recomendaciones, etc. [7].
» Asegurar que el MRC seleccionado esté certificado para la medida o propiedad de
interés y no es un valor meramente indicativo, y que su procedimiento de
certificacion tiene un nivel de confianza apropiado y estd suficientemente

documentado.

En su seleccion deberan tenerse en cuenta las siguientes caracteristicas:

» Incertidumbre
El valor del certificado debe ser compatible con los requisitos de precision y exactitud de
las determinaciones a realizar (calidad del método, exigencias legales o de acreditacion,

etc.) y ser los mas préximos a los valores reales.

» Homogeneidad
El MRC debe ser homogéneo y de composicion constante. Se debe prestar atencion a los
datos sobre estudios de homogeneidad que facilite el fabricante y valorar si es adecuado,
teniendo en cuenta el tamafio de muestra recomendado para su uso y la precision del

método utilizado.
> Estabilidad

El material preparado debe ser estable en el tiempo, (se debe incluir la fecha de caducidad,

si procede) asi como ser susceptible para ser transportado. El cliente debe conocer durante
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cuanto tiempo permanece estable desde su recepcion y desde que se abre el recipiente. La

estabilidad se extiende a los parametros certificados y a la matriz.

» Concentracion (nivel)
Interesa elegir el MRC que tenga el valor numérico de la propiedad de interés o
caracteristica certificada, lo mas similar posible al que se espera encontrar en las muestras
0 material. A veces es dificil encontrar distintas concentraciones para un mismo MRC.
Cuando deba optarse por una concentracion unica es preferible elegir el valor critico (por

ejemplo: el valor mas proximo a un valor limite establecido).

> Matriz
Conviene que sea la mas similar posible a las muestras objeto de analisis y tener

informacion relativa a su origen o composicion.

» Presentacion o estado fisico
Se debe seleccionar la forma de presentacién mas estable y con un procedimiento de
utilizacion o preparacion méas simple, para evitar introducir factores de incertidumbre

asociados al resultado de la medida.

» Cantidad o dosificacion
Estd en funcion de que el procedimiento de medida sea, 0 no, destructivo. Cuando deba
prepararse todo el material (por ejemplo, orinas liofilizadas) y ya no pueda utilizarse mas
adelante, debe seleccionarse, cuando sea posible, una dosificacion que permita emplear

cantidades mas pequefias.

» Conservacion y periodo de validez
El fabricante debe proporcionar informacion sobre las condiciones dptimas de transporte,
manejo y almacenamiento y, siempre que sea posible, sobre el periodo de validez del
MRC. En muchos casos, la garantia de la composicion es para un periodo determinado o

hasta su utilizacion.
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>

Tipo de procedimiento analitico

Los métodos empleados para su certificacién deben ser los que proporcionen la mayor

exactitud posible. Los procedimientos utilizados pueden ser distintos segin se trate de

obtener un resultado aplicando un célculo sobre las mediciones realizadas en el

procedimiento (por ejemplo, la masa de la muestra o el volumen utilizado en una

valoracion) o bien de cuantificar por interpolacién en una curva de calibracion, cuando se

asume que no hay influencia de la matriz o cuando si existe influencia matricial.

Se indican a continuacion, algunos de los problemas o dificultades mas habituales que

suelen presentarse en la seleccién de los MRC.

>

Escasez de MRC en el mercado. Dificultad de localizar los disponibles y de
comunicarse con fabricantes y distribuidores.

Su alto costo, lo que limita su aplicacion. En muchos casos, puede estar en funcién
de la metodologia de su certificacion. Por ejemplo, los MRC matriciales se
obtienen mediante estudios inter laboratorios que son largos y costosos).

Escasa informacion por parte de los fabricantes, lo cual dificulta la evaluacion de si
un determinado MRC es adecuado a los objetivos.

El analito requerido no se encuentra certificado en una matriz idéntica o parecida a
la composicion del producto o de la muestra.

Dificultad en disponer de distintos niveles de concentracion para evaluar el
procedimiento en todo su rango de aplicacion.

Una incertidumbre inadecuada para evaluar un procedimiento de medida.

No poder controlar la toma de muestra, lo que puede suponer una incertidumbre
superior al de la etapa de analisis.

Problemaética de su trazabilidad. Patrones en los que se declara su trazabilidad a
organismos reconocidos, como NIST, BCR, etc., pero en los que, a veces, no
existen garantias sobre el aseguramiento de la misma ni sobre la fiabilidad de su
valor certificado.

Dificultad en su preparacion, debido al corto tiempo de vida media del elemento o

sustancia de estudio en la matriz de interés.
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ADQUISICION

El laboratorio deberd evaluar a los proveedores, mantener un registro de dichas

evaluaciones y elaborar una lista de los posibles fabricantes y/o suministradores.

RECEPCION
Al recibirse el MRC debera prestarse especial atencion tanto al material (etiquetado y
caducidad), como a la documentacion que lo acompafia, siendo siempre recomendable:

» Comprobar el estado del MRC en su recepcidon (examinar embalajes y envases,
comprobar roturas o golpes, estanqueidad, temperatura de recepcion o transporte, si
fuera el caso, etc.).

» Examinar toda la documentacion técnica del MRC y comprobar el contenido del
certificado, lo cual debe contener:

Nombre y direccion del organismo que certifica.

Titulo del documento (certificado de analisis o de medida).
Nombre del material, codigo y numero de lote.
Descripcion del MRC.

Utilizacién prevista (objetivo de la fabricacion: calibrar equipos,
verificar un método, etc.).

Instrucciones de utilizacion.

Informacidn sobre aspectos de seguridad.

Nivel de homogeneidad.

Valores certificados y sus incertidumbres.

Trazabilidad.

Valores obtenidos por laboratorios individuales.

Fecha de certificacion y periodo de validez.

Nombre y firmas de los certificadores.

En la documentacion del fabricante deberad prestarse especial atencion, siempre que sea
posible, a los datos de trazabilidad a patrones nacionales o internacionales. La norma
ISO/IEC 17025 [3], en su punto 5.6.3.1, especifica que el laboratorio debe disponer de un

programa y un procedimiento para la calibracion de sus patrones de referencia. Los
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patrones de referencia deben ser calibrados por un organismo que pueda proporcionar

trazabilidad con respecto a las unidades de medida del Sistema Internacional (SI).

REGISTRO Y ETIQUETADO

Una vez que el laboratorio ha verificado que el material cumple con las especificaciones
solicitadas, es recomendable registrarlo, identificandolo mediante un c6digo o referencia,
por ejemplo con las siglas MRC seguidas de un cédigo numérico relativo a dicha
clasificacion con base en el documento: Categorization of reference materials — Guidance
on, and keywords used for RM categorization [8], que es en donde se establecen los
diferentes cddigos para la identificacion de los MR existentes. En la Tabla se indica el
contenido basico de una etiqueta y registro.

Una vez registrado el MRC, y siempre que sea posible, debera etiquetarse mediante una
etiqueta que contenga, como minimo: codigo, fecha de recepcion, fecha de caducidad y/o

apertura del envase e indicaciones especiales de seguridad y almacenamiento.

ETIQUETA DE UN MRC
Caodigo interno MRC.

Tipo de material y caracteristicas.

Fabricante / Suministrador.

Referencia catidlogo / N° de fabricacion o

lote.

Referencia certificado y emisor.

Fecha de recepcion y fecha de caducidad.

Ubicacion o almacenamiento.

Persona responsable del MRC.

Informacion: seguridad, manipulacion, etc.

Observaciones.

Historial de su utilizacion.
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ALMACENAMIENTO

Las condiciones de almacenamiento y conservacion del MRC deben ser proporcionados
por el propio fabricante y dependeran de las caracteristicas y posibles alteraciones del
mismo (termo estabilidad, higroscopicidad, foto sensibilidad, oxidabilidad, etc.).

Los MRC de caracter consumible (productos puros, disoluciones, etc.) se almacenaran en
el lugar mas idéneo segun caracteristicas y recomendaciones especificas (por ejemplo, en
congelador, frigorifico, armario de seguridad, etc.). Los utilizados para calibrar equipos
(por ejemplo, pesas certificadas) es recomendable que tengan una utilizacion restringida,
aunque, en general, todos los MRC deben estar bajo control y responsabilidad de una

persona.

MANEJO
Las siguientes son algunas recomendaciones para cuando se utilicen los MRC:

» Los MRC no deben usarse de forma rutinaria para el control de calidad. Es mas
aconsejable utilizar un MRI con trazabilidad al MRC.

» El usuario debera conocer toda la informacion necesaria para su correcta utilizacion
antes de cualquier manipulacion y tener muy presente el periodo de caducidad para
asi evitar su uso en condiciones no controladas.

» Cuando se utilice un MRC, la responsabilidad de su uso y manipulacion sera del
usuario. El material deber4d ser manipulado con la maxima precaucion y
escrupulosidad, especialmente en la apertura o conservacion, evitando cualquier
alteracion o contaminacion, especialmente en los materiales consumibles.

» Cuando sean MRC consumibles es recomendable anotar en su historial, como
minimo los siguientes datos: la fecha de utilizacion; la persona que lo utilizd; la
aplicacion (calibracion, validacion, etc.) y la cantidad utilizada o remanente.

» Cuando sea preciso tomar alicuotas de los MRC, deberéa prestarse especial atencion
en: mantener la homogeneidad del material, evitar posibles influencias o
alteraciones por la humedad, luz, temperatura excesiva, contaminaciones
potenciales, etc. Tomar un pequefio volumen por vertido cuando se trate de una

disolucion y no devolver el material sobrante, ya sea liquido o s6lido, al recipiente.
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La correcta manipulacion y conservacion de los MR, especialmente cuando han sido
abiertos, es de especial importancia. Las precauciones para su conservacion dependeran del
tipo de material, pero como norma general deben conservarse a baja temperatura, en un

ambiente seco, 0 en ocasiones, en cAmaras de atmosfera inerte y/o protegidos de la luz.

USO DE LOS MRC
Entre las principales finalidades de los MRC, destacan las de:

» Contrastar la exactitud de los resultados que emite el laboratorio permitiendo la
deteccion de errores sistematicos. Para ello la muestra 'y el MRC deberan someterse
al mismo tratamiento y al mismo proceso analitico para poder comparar los
resultados obtenidos en la muestra'y en el MR.

» Validar un método analitico y calcular su incertidumbre.

A\

Calibrar equipos dentro del plan de calibracion y/o verificacion del laboratorio.

» Siempre que se utilicen MRC es recomendable hacer un seguimiento de los
resultados obtenidos, por ejemplo, utilizando graficos de control. Ello facilitara la
deteccion de posibles errores del método, del equipo, o de los analistas, asi como

apreciar tendencias en los resultados.

Las mediciones son algo determinante en la actualidad, y mientras mas precisas mejor
aun, para ello necesitamos contar con los MR para corroborar los resultados que
realicemos con los aparatos apropiados. Dichos aparatos seran tan buenos cuando

cumplan las normas respectivas, se cuente con MRC y sean calibrados adecuadamente.
CALIDAD DE LOS RESULTADOS Y PROPIEDADES ANALITICAS BASICAS
EXACTITUD

» Para obtener resultados de calidad, es imprescindible usar referencias, y de la
comparacion adecuada y de la bondad de las referencias dependera su calidad.

» Es una caracteristica que implica su relacion inequivoca con estandares o
materiales de referencia adecuados a través de una cadena ininterrumpida de

comparaciones en las que la calibracion juega un papel preponderante.
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Factores que afectan la exactitud

Materiales (Muestras, reactivos, blancos, estandares, etc...)
Instrumentales (instrumentos, estado, calibracion)
Metodologicos (método analitico y su gestion en el laboratorio)

Temporales (dia y hora)

YV V. V V V

Humanos (laborantes y técnicos)
TRAZABILIDAD DE UN RESULTADO ANALITICO

El MRC debe ser trazable a patrones de referencia nacionales o internacionales. Esto debe
quedar perfectamente reflejado en el certificado que aporte el organismo productor. Desde
un punto de vista practico, no existe un procedimiento normalizado para asegurar la
trazabilidad de los pardmetros de interés en un MRC, y cada organismo de certificacion
tiene sus propios métodos de trabajo. Sin embargo, la trazabilidad de un MRC exige la
utilizacion de varios métodos independientes, es decir, que se encuentre el valor de la
propiedad que se desea certificar (por ejemplo la concentracion de acido oleico en manteca
de cacahuete) utilizando diversos métodos analiticos cuyos principios de medida sean
completamente distintos. Algunos organismos productores realizan los analisis en sus
propios laboratorios mientras que otros recurren a laboratorios externos de reconocido
prestigio. En ambos casos, el valor certificado de la propiedad deseada del MRC se
determina en un ejercicio interlaboratorios, como el valor consenso de los resultados

obtenidos mediante los diferentes laboratorios participantes.

ELEMENTOS BASICOS DE LA CALIDAD
GARANTIA DE CALIDAD

e Actividades disefiadas, ejecutadas y contrastadas para asegurar que la informacion
analitica generada (resultados) tenga el nivel de calidad que previamente se ha

establecido y por tanto pueda exigirse.
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EVALUACION DE CALIDAD

o Contraste sistematico y continuado de las actividades implicadas en el control de

calidad.
CONTROL DE CALIDAD

e Acciones diferenciadas del trabajo ordinario, planificadas y ejecutadas para obtener
resultados con un nivel de calidad (exactitud y representatividad) que satisfaga los

requisitos impuestos.
ALGUNOS ELEMENTOS DE ESTADISTICA
VALORES ABERRANTES

Cuando uno o mas de los resultados que se obtienen de un conjunto de medidas difiere del

resto de forma inexplicable. Por esta razon se denominan resultados anomalos (outliers).

Existen varias pruebas estadisticas para comprobar si se rechazan o no estos datos, las mas

utilizadas son:

TEST DE DIXON (PRUEBA Q):

Es un célculo simple para pequefias muestras (tamafio de 3 a 8), el contraste evalla
una medida sospechosa comparando la diferencia entre ella y la medida méas proxima en

tamafio con el intervalo de medidas.
Criterio:

La hipotesis nula es que el aparente dato andmalo procede de la misma poblacién que el
resto de los datos. La hipdtesis alternativa es que procede de una poblacion diferente y que
por tanto no debe ser considerado. Si Qc es menor que Q (o.95) Se acepta la hipotesis nula. Si

el valor de Q calculado supera el valor critico, se rechaza el valor sospechoso.
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TEST DE GRUBB:

Es otro contrates utilizado en el cual se compara la desviacién entre el valor

sospechoso y la media muestral, con la desviacion estandar de la muestra.
Criterio:

La hipétesis nula es que el valor sospechoso procede de la misma poblacion. Si el valor de
G calculado supera al valor critico se acepta la hipotesis alternativa que el dato sospechoso

es anémalo.
METODO DE HUBER:

Se basa en el rechazo de los valores que estén fuera de un determinado intervalo. Se
calcula la desviacion (r) entre los valores individuales y la mediana Xmed. Se obtiene el

valor absoluto de las medianas y la mediana de estos (MAD).
Criterio:
Los valores aberrantes son los que estan fuera del siguiente intervalo
[(Xmed —3.5MAD),(Xmed +3.5MAD)|
ENSAYO DE COMPARACION DE RESULTADOS APAREADOS
Se pueden reunir de dos en dos formando parejas: ( X1,Y1), ( X2,¥2), ( X3,¥3).... ( Xn,Yn)-

Por una parte existe una variable que distingue una de otras y que sabemos que es

significativa: X3 # X, # Xs... # X, también paray; # Yy, #Ys... # Yn

La procedencia de una pareja de datos es la misma. Pero la determinacion de cada una es

variable.
Se calcula la media aritmética de las diferencias

Se calcula la desviacion estandar de las diferencias
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Las ecuaciones son las siguientes:

Zn:(xi_Yi) Z(di'a)

d=2— yelvalordeSd* ==
n n

Luego se encuentra el valor de t calculado con la siguiente formula:

El valor de t calculado se compara con el de tabla a un nivel de confianza con n-1 grados

de libertad. (Ver tabla en anexo 1)
Ho:Xd =0
Las hipotesis a formularse son: Ha: Xd =0

COMPARACION DE VARIAS MEDIAS MUESTRALES MEDIANTE ANOVA DE
UN FACTOR

El andlisis de varianza es una herramienta estadistica que permite comparar
simultdneamente varias medias muestrales. Las medias se comparan para establecer si son
todas iguales o si al menos una de ellas es distinta de las demas. EI nombre ANOVA hace
alusion a que la comparacion que la realiza es mediante el calculo y la comparacion de dos

varianzas.
El ANOVA es util:
En la comparacidn de los resultados entre varios laboratorios.

Para comparar los efectos producidos por diversos cambios en las condiciones de

trabajo (pH, concentracion de reactivos, tiempos de reaccion etc.)

Para la optimizacion de procedimientos de laboratorios.
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Ejemplo de un disefio experimental de datos de un factor.

Réplicas Factor: Laboratorios, Analista, Método...
1 2 3 q

1 X11 X2 X3 X1q

2 Xo1 X222 Xo3 X2q
Xn1  Xn2  Xn3 Xnq

n

Media | ...

S] S1 .........

Las hipotesis que nos formulamos: 1, _ X =Xy = X = X,

Ha:x # X, # X, # X,

Sin embargo el valor que se encuentra es el de Fisher.

En el cual se compara la varianza que se obtiene entre los grupos de resultado (entre

muestras con la varianza que se obtiene dentro de los resultados (dentro de las muestras)

_sc?

Fc=
SR?

Donde SC? es la varianza entre los grupos

SR? es la varianza (residual) dentro de los grupos.
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El valor de F calculado se compara con el valor de F de tabla a un Nivel de confianza dado

y un determinado grado de libertad con un contraste unilateral. (Ver tabla anexo 2)

Si el valor de F calculado es menor que el F de tabla se acepta la hipotesis nula y se dice
que no existen diferencias significativas entre los promedios de los grupos de resultados.

Las ecuaciones para el célculo son:

ENSAYOS DE COMPARACION DE MAS DE DOS VARIANZAS.

Test de Hartley

Contraste relativamente simple.

Se utiliza para disefios balanceados que tengan el mismo # de grados de libertad.

El parametro a calcular es la division de la varianza maxima de la serie de resultados entre

la varianza minima de la serie de resultados.

S 2maX
r =

max 2
S min

El valor de r calculado se compara con el valor de r de tabla, el cual esta en funcion del #

de series y de los grados de libertad. (Ver tabla anexo 3).
INCERTIDUMBRE

INCERTIDUMBRE: La Guia para la Expresion de la Incertidumbre (GUM 1SO 1993)
define la incertidumbre de medicidon como un parametro asociado al resultado de una
medicion, que caracteriza la dispersion de los valores que pudieran ser razonablemente

atribuidos al mensurando [10].

Mensurando: Cantidad sujeta a medicién (masa, volumen, mol, temperatura, corriente,

absorbancia, etc.)

Incertidumbre estandar u (xi): cuando la incertidumbre se expresa como desviacion

estandar.
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Incertidumbre estandar combinada (Uc): cuando los resultados son obtenidos por
combinacion de incertidumbres estandares de otras variables, a través de la propagacion de
la incertidumbre.

Incertidumbre expandida o total (Ue): Se define como el intervalo dentro del cual se
asegura cae el resultado de la medicion del mensurando con un grado de confianza

especificado.

CALCULO DE INCERTIDUMBRES EN ANALISIS QUIMICO

Un analisis quimico consta de numerosos pasos u operaciones, cada uno de los cuales
llevan asociados errores (indeterminados y/o sistematicos), por lo tanto, el error del
resultado final serd consecuencia de la acumulacion de los errores individuales de estas
operaciones.

El célculo de la incertidumbre del resultado final a partir de las incertidumbres asociadas a
cada una de las operaciones individuales, mediante un tratamiento matematico denominado

de propagacion de errores.

En un analisis quimico obtenemos un valor y, que depende de un nimero de variables de

entrada xi (i = 1,..., n) segun la funcion:

y =G (x1,..., xn)

Si estas variables xi son independientes y se aplica la ley de propagacion de las varianzas,

se obtiene:

Donde:
n = nUmero de variables de entrada.
Uxi = incertidumbre de la variable de entrada xi.

Uy = incertidumbre de la variable de salida y.
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Por lo tanto, podemos calcular la incertidumbre del resultado final (Uy) en funcion de las

incertidumbres de las variables de entrada (Uy).

A partir de la incertidumbre del resultado final se calcula lo que se denomina

incertidumbre expandida (Ue), que se obtiene por la ecuacion:

U,=K*U,
Donde K es el factor de cobertura que habitualmente se toma igual a 2 con lo que se

obtiene un nivel de confianza del 95%.Ver anexo 4.

La incertidumbre asociada a una variable xi se puede evaluar por los métodos

(denominados de tipo A 'y de tipo B).

Evaluacion tipo A
La incertidumbre de una magnitud de entrada Xi obtenida a partir de observaciones
repetidas bajo condiciones de repetibilidad, se estima con base en la dispersion de los

resultados individuales.

Si Xi se determina por n mediciones independientes, resultando en valores g1, g2,..., gn, la

mejor estimada xi para el valor de Xi es la media de los resultados individuales:
o1&
X;=Q= **qu
n =

La dispersion de los resultados de la medicion g1, g2,..., gn para la magnitud de entrada Xi

se expresa por su desviacion estandar experimental:

La incertidumbre estdndar u(xi) de Xi se obtiene finalmente mediante el calculo de la

desviacion estandar experimental de la media:

u(x,)=s(g) = @
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Asi que resulta para la incertidumbre estandar de Xi:

()= Lot oSl -a)

Para una medicién que se realiza por un método bien caracterizado y bajo condiciones
controladas, es razonable suponer que la distribucién (dispersién) de los gj no cambia, 0
sea se mantiene practicamente igual para mediciones realizadas en diferentes dias, por
distintos metrdlogos, etc. (esto es, la medicidn esta bajo control estadistico). En este caso
esta componente de la incertidumbre puede ser mas confiablemente estimada con la
desviacion estandar sp obtenida de un solo experimento anterior, que con la desviacion

estandar experimental s(q) obtenida por un nimero n de mediciones, casi siempre pequefio.

La incertidumbre estandar de la media se estima en este caso por:

S
u(xi ) =
Jn
Cabe mencionar que n es el nimero de mediciones repetidas para evaluar x =q promedio,

mientras sp se determind por un namero distinto (y grande) de mediciones.

No se puede dar una recomendacién general para el nimero ideal de las repeticiones n, ya
que éste depende de las condiciones y exigencias (meta para la incertidumbre) de cada

medicion especifica. Hay que considerar que:

Aumentar el nimero de repeticiones resulta en una reduccion de la incertidumbre por

repetibilidad, la cual es proporcional a uno entre raiz de n.

Un ndmero grande de repeticiones aumenta el tiempo de medicidén, que puede ser
contraproducente, si las condiciones ambientales u otras magnitudes de entrada no se
mantienen constantes en este tiempo. En pocos casos se recomienda o se requiere n mayor
de 10. Por ejemplo cuando se caracterizan instrumentos o patrones, o se hacen mediciones

o calibraciones de alta exactitud.
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Para determinar el impacto que tiene n en la incertidumbre expandida puede estimarse su

influencia en el nimero de grados efectivos de libertad, de ser aplicable este concepto.

Otras fuentes de incertidumbre que se evalGan con este método son la reproducibilidad y

las obtenidas al hacer una regresion lineal.

Evaluacion tipo B
En una evaluacion tipo B de la incertidumbre de una magnitud de entrada se usa

informacion externa u obtenida por experiencia. Las fuentes de informacién pueden ser:

- Certificados de calibracién.

- Manuales del instrumento de medicion, especificaciones del instrumento.
- Normas o literatura.

- Valores de mediciones anteriores.

- Conocimiento sobre las caracteristicas o el comportamiento del sistema de medicion.

Distribuciones de probabilidad

La cuantificacion de una fuente de incertidumbre incluye la asignacion de un valor y la
determinacion de la distribucion a la cual se refiere este valor. Las distribuciones que

aparecen mas frecuentemente son:

a) Distribucién normal

Los resultados de una medicion repetida afectada por magnitudes de influencia que varian
aleatoriamente, generalmente siguen en buena aproximacion una distribucién normal. En
particular, la distribucion de la media de una serie de mediciones repetidas se aproxima a
una normal independientemente de la distribucién de las lecturas individuales. También la
incertidumbre indicada en certificados de calibracion se refiere generalmente a una

distribuciéon normal.
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b) Distribucion rectangular

En una distribucién rectangular cada valor en un intervalo dado tiene la misma
probabilidad, o sea la funcion de densidad de probabilidad es constante en este intervalo.

Ejemplos tipicos son la resolucion de un instrumento digital o la informacion técnica sobre
tolerancias de un instrumento. En general, cuando exclusivamente hay conocimiento de los
limites superior e inferior del intervalo de variabilidad de la magnitud de entrada, lo méas

conservador es suponer una distribucion rectangular.

c) Distribucién triangular:

Si ademéas del conocimiento del limite superior e inferior hay evidencia de que la
probabilidad es mas alta para valores en el centro del intervalo y se reduce hacia los
limites, puede ser mas adecuado basar la estimacién de la incertidumbre en una

distribucion triangular.

Por ejemplo, en un bafio termostatico, que se utiliza para medir la densidad de un liquido,
la temperatura puede tener una ligera deriva. Si se mide la temperatura antes y después de
la medicion de la densidad (resultando en T1y T2), se pude suponer para el momento de
la medicion de la densidad una temperatura de (T1+T2)/2 con una distribucion triangular
entre T1y T2.

d) Otras distribuciones
Pueden encontrarse también distribuciones como la U, en la cual los extremos del intervalo
presentan los valores con probabilidad maxima, tipicamente cuando hay comportamientos
oscilatorios subyacentes.

Determinacion de las incertidumbres estandar

Con el fin de combinar contribuciones de la incertidumbre que tienen distribuciones

diferentes, es necesario representar los valores de las incertidumbres originales como
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incertidumbres estandar. Para ello se determina la desviacién estandar de la distribucion

asignada a cada fuente.
a) Distribucién normal:

La desviacion estandar experimental de la media calculada a partir de los resultados de una

medicion repetida.

Cuando se dispone de valores de una incertidumbre expandida U y la distribucion del
mensurando es o se supone normal, como los presentados por ejemplo en certificados de
calibracion, se divide U entre el factor de cobertura k, obtenido ya sea directamente o0 a

partir de un nivel de confianza dado:
U
b) Distribucion rectangular: u(x; )= s

Si la magnitud de entrada Xi tiene una distribucion rectangular con el limite superior a+ y

el limite inferior a- , el mejor estimado para el valor de Xi esta dado por:

a, +a_
X, = e
2
Y la incertidumbre estandar se calcula por: u(x. ) _ata
p . i m
] U(X ): al2
O por: i \/§
Donde a/2 es el semiancho del intervalo a con: a=a, —a

Una aplicacion tipica es la resolucién de un instrumento digital. También la incertidumbre
relacionada con el nimero finito de cifras significativas de datos tomados de la literatura
puede ser tratada con esta distribucion (siempre y cuando no haya indicios que la
incertidumbre en realidad es mayor que la incertidumbre relacionada con la dltima cifra
significativa). Si se aplica a la resolucion o a datos tomados de la literatura, a corresponde

al ultimo digito significativo o a la ultima cifra significativa respectivamente.
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c) Distribucion triangular:

Como en una distribucion rectangular, para una magnitud de entrada Xi que tiene una
distribucién triangular con los limites a+ y a- , el mejor estimado para el valor de Xi esta

dado por:
a, +a_
X, =—F——

i 2
La incertidumbre estdndar se calcula en este caso por:

V24 e

u(x, )= a,+a. _al2

Combinacion

El resultado de la combinacion de las contribuciones de todas las fuentes es la
incertidumbre estandar combinada uc(y).

La contribucion ui(y) de cada fuente a la incertidumbre combinada depende de la
incertidumbre estandar u(xi) de la propia fuente y del impacto de la fuente sobre el
mensurando. Es posible encontrar que una pequefia variacion de alguna de las magnitudes

de influencia tenga un impacto importante en el mensurando, y viceversa.

Se determina ui(y) por el producto de u(xi) y su coeficiente de sensibilidad ci (o factor de

sensibilidad): u.(y)— c. *u(x.)

Coeficiente de sensibilidad

El coeficiente de sensibilidad describe qué tan sensible es el mensurando con respecto a
variaciones de la magnitud de entrada correspondiente. Para su determinacion existen

varios métodos:

a) Determinacion a partir de una relacion funcional
Si el modelo matematico para el mensurando Y = f(X1, X2,..., XN) describe la influencia de

la magnitud de entrada Xi suficientemente bien mediante una relacion funcional.
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El coeficiente de sensibilidad ci se calcula por la derivada parcial de f con respecto a Xi:

b) Otros métodos de determinacion:

Si la influencia de la magnitud de entrada Xi en el mensurando Y no esta representada por
una relacion funcional, se determina el coeficiente de sensibilidad ci por una estimacion

del impacto de una variacion de Xien Y segur(]:: AY

' AX,

Esto es, manteniendo constantes las demas magnitudes de entrada, se determina el cambio
de Y producido por un cambio en Xi por una medicién o a partir de la informacién

disponible.
CROMATROGRAFIA HPLC

La Cromatografia liquida de alta eficacia 0 High performance liquid chromatography
(HPLC) es un tipo de cromatografia en columna utilizada frecuentemente en bioquimica y
quimica analitica. También se la denomina a veces Cromatografia liquida de alta
presion o High pressure liquid chromatography (HPLC), aunque esta terminologia se
considera antigua y esta en desuso. EI HPLC es una técnica utilizada para separar los
componentes de una mezcla basandose en diferentes tipos de interacciones quimicas entre

las substancias analizadas y la columna cromatografica.

En la HPLC isocratica el compuesto pasa por la columna cromatografica a través de la
fase estacionaria (normalmente, un cilindro con pequefias particulas redondeadas con
ciertas caracteristicas quimicas en su superficie) mediante el bombeo de liquido (fase
movil) a alta presion a través de la columna. La muestra a analizar es introducida en
pequefias cantidades y sus componentes se retrasan diferencialmente dependiendo de las
interacciones quimicas o fisicas con la fase estacionaria a medida que adelantan por la

columna. El grado de retencion de los componentes de la muestra depende de la naturaleza
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del compuesto, de la composicion de la fase estacionaria y de la fase mavil. El tiempo que
tarda un compuesto a ser eluido de la columna se denomina tiempo de retencion y se
considera una propiedad identificativa caracteristica de un compuesto en una determinada
fase movil y estacionaria. La utilizacion de presion en este tipo de cromatografias
incrementa la velocidad lineal de los compuestos dentro la columna y reduce asi su
difusion dentro de la columna mejorando la resolucion de la cromatografia. Los
disolventes mas utilizados son el agua, el metanol y el Acetonitrilo. El agua puede contener
tampones, sales, o compuestos como el &cido trifluoroacético, que ayudan a la separacion

de los compuestos.

Una mejora introducida a la técnica de HPLC descrita es la variacion en la composicion de
la fase maovil durante el analisis, conocida como elucidn en gradiente. Un gradiente normal
en una cromatografia de fase reversa puede empezar a un 5% de Acetonitrilo y progresar
de forma lineal hasta un 50% en 25 minutos. El gradiente utilizado varia en funcion de la
hidrofobicidad del compuesto. El gradiente separa los componentes de la muestra como
una funcién de la afinidad del compuesto por la fase mavil utilizada respecto a la afinidad
por la fase estacionaria. En el ejemplo, utilizando un gradiente agua/Acetonitrilo los
compuestos mas hidrofilicos eluirdn a mayor concentracién de agua, mientras que los
compuestos mas hidrofébicos eluirdn a concentraciones elevadas de Acetonitrilo. A
menudo, hace falta realizar una serie de pruebas previas con tal de optimizar el gradiente

de forma que permita una buena separacién de los compuestos.
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AMOXICILINA

La amoxicilina es un antibiético semisintético derivado de la penicilina. Se trata de un
amino penicilina. ActGa 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, tanto en medicina humana como también en veterinaria.
Se utiliza por via oral o parenteral, aunque la forma parenteral (intramuscular o

intravenosa) no esta aprobada en todos los paises [9].

Formula estructural de la Amoxicilina Base

: q———_l—/"/A . _,.-':H .
I'I 3 ] M
i ! /_ CH4

Y

.
tirgH

Datos Generales:

Nombre sistemético: Acido (2S, SR, 6R)-6-[(R)-2-amino-2-(4-hidroxifenil) Acetamido]-
3,3-dimetil-70

Nombre comln: Amoxicilina.
Formula molecular C16H;9N3OsS.
Masa molecular: 365,41 g/mol.

Apariencia: Polvo Blanco.
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Formula estructural de la Amoxicilina Trihidrato

0
HO HD‘{
0 H
D -
NN CH,
. ® 3H,0
N RH T s
HZN H H H

Molecular Formula

C16H1aN3055-3H;0
Molecular ‘Weiiht

Propiedades:
pH: entre 3,5y 6,0 en una solucién que contiene 2 mg por ml.

Solubilidad: 1g en 400 g. de agua, 1 en 1000 de etanol, y 1 en 200 de metanol,
practicamente insoluble en cloroformo y éter.

Constante de disociacion: pK;2.4, 7.4, 9.6.
Coeficiente de particion: Log P (octanol), 0.87

Espectro Ultravioleta: Amoxicilina Trihidrato: Acido acuoso 230 nm (A=225 a), 272nm
(A=26 a); Acuoso alcalino 247 nm(A=286 b), 291 (A=62?).
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VII. PARTE EXPERIMENTAL

7.1 EQUIPOS, MATERIALES Y MUESTRA

7.1.1 EQUIPOS:

1. Cromatografo Liquido Marca Varian 920 LC con detector UV Visible,
Automuestreador y Calentador de Columna manejado por el Software Galaxie
Chromatography Data System Version 1.9.301.220

Balanza Analitica Electronica marca A&D.

PHMETRO Marca METTLER TOLEDO.

Filtrador Millipore.

Filtrador al vacio Marca SIBATA.

o ~ N

7.1.2 MATERIALES:

. Balones volumeétricos Pirex Clase A de 2000 y 50 ml.
. Probeta Pirex de 100 y 500 ml.

. Beacker KIMAX de 100 ml y Pirex de 10y 20 ml.

. Pipetas volumétricas Clase A de 5y 10 ml.

. Espétula.

. Filtros de Nylon Marca Varian de 0.45um Tamafio de poro x 13 mm de diametro.

~N o o B~ W N P

. Filtros de Nylon Marca Varian de 0.45um Tamafio de poro x 47 mm de diametro

7.1.3 REACTIVOS:

Buffer: Fosfato Monobasico de Potasio pH=5
Regulador de pH: Hidrdxido de Potasio.
Acetonitrilo grado HPLC.

Agua Destilada.

Estandar: Material de Referencia de Amoxicilina Trihidrato USP.

o a k~ w e

Materia Prima: Amoxicilina Trihidrato.
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7.1.4 MUESTRA:

La muestra esta constituida por 20g de Amoxicilina Trihidrato, adquirida en los meses de
noviembre y diciembre del afio 2008 gracias a la donacion del laboratorio PANZYMA,

conteniendo las siguientes especificaciones:

» Cddigo PANZYMA: 20029
> Lote: 27078/MP
> Fecha de vencimiento: 2010/20/06

7.2 Analisis Fisicoquimico
El andlisis fisicoquimico se realizé de acuerdo a la técnica descrita en la Farmacopea
Norteamericana USP 29 — NF 24 (“Amoxicilina para Materia Prima”) [11].

» Descripcion

» Ensayo
7.3 Preparacion de soluciones
7.3.1 Preparacion de la solucion Buffer de Fosfato Monobasico de Potasio:

Se pesan exactamente 13.6 g de Fosfato Monobaésico de fosfato.

Se transfieren cuantitativamente a un balon volumétrico de 2000 ml.

Se adicionan 100 ml de agua destilada hasta que se disuelva completamente.

Se lleva a un volumen de 1900 ml.

Ajustar el pH de esta solucién a 5.0 + 0.1 con Hidroxido de potasio al 45% P/P.

Una vez ajustado el pH aforar a 2000 ml.

N o bk~ D e

Filtrar y desgacificar el buffer usando un filtro de Nylon de 0.45um Tamafio de poro X

47 mm de didmetro.

7.3.2 Preparacion de la solucion de Hidréxido de Potasio al 45 % P/P:

Pesar exactamente 11.25 g de hidréxido de potasio y adicionar 13.75 g de agua

destilada y agitar hasta disolucion completa y dejar enfriar.
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7.3.3 Preparacion de la Solucion del Material de Referencia de Amoxicilina:

1. Pesar exactamente en un pedazo de papel aluminio de 2 x 2 cm 25 mg del estandar
de referencia de amoxicilina.

2. Transferir los 25 mg del MR a un balon de 50 ml.

3. Adicionar 20 ml de solucion buffer de fosfato pH 5.0 + 0.1 curando el papel
aluminio para evitar que queden residuos del estandar adheridos a él.

4. Agitar la solucion mecanicamente por 5 minutos y sonificar posteriormente en bafio
ultrasonico durante 2 minutos.

5. Dejar equilibrar térmicamente la solucidn a temperatura ambiente.

6. Aforar con solucion buffer.

7. Filtrar la solucién con el filtrador Millipore usando un filtro de Nylon de 0.45um
Tamafio de poro x 47 mm de didmetro.

8. Adicionar 2 ml de la solucion filtrada a un vial.
7.3.4 Preparacion de la Solucion del Material de Referencia Interno de Amoxicilina:

1. Pesar exactamente en un pedazo de papel aluminio de 2 x 2 cm 25 mg de Materia
prima de amoxicilina Trihidrato (material de referencia interno de amoxicilina)

2. Transferir los 25 mg de materia prima de amoxicilina a un balén de 50 ml.

3. Adicionar 20 ml de solucion buffer de fosfato pH 5.0 + 0.1 curando el papel
aluminio para evitar que queden residuos adheridos a él.

4. Agitar la solucion mecanicamente por 5 minutos y sonificar posteriormente en bafio
ultrasonico durante 2 minutos.

5. Dejar equilibrar térmicamente la solucidn a temperatura ambiente.

6. Aforar con solucion buffer.

7. Filtrar la solucién con el filtrador Millipore usando un filtro de Nylon de 0.45um
Tamafio de poro x 47 mm de didmetro.

8. Adicionar 2 ml de la solucion filtrada a un vial.
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7.4 PROCEDIMIENTOS

7.4.1 Procedimiento para calcular el Ruido y la Deriva del sistema de deteccion UV-

Visible:

El célculo del ruido y la deriva se hizo a través del programa Galaxie Chromatography
Data System, usando como fase movil una solucién que contenga 98% de Buffer de

Fosfato pH 5y 2% de Acetonitrilo e inyectando solucion blanco 10 veces.

7.4.2 Procedimiento para la determinacion de la estabilidad del sistema

Cromatografico

Para determinar la estabilidad del sistema cromatografico se prepar6 una solucion de
material de referencia interno de amoxicilina conteniendo una concentracion de 0.5 mg/ml.
Esta solucion se inyecto3 10 veces y mediante el programa Galaxie determinamos el

namero de platos tedricos y asimetria de los picos.

7.4.3 Procedimiento para el estudio de la estabilidad de las lecturas analiticas del

Material de Referencia Interno de Amoxicilina

Para el estudio de la estabilidad de las lecturas analiticas del material de referencia interno
de amoxicilina se prepar6 una solucion de Material de referencia interno, que contenia 0.5
mg/ml, en solucion buffer de fosfato pH 5, esta solucion se inyect6 10 veces al dia, durante
5 dias. Los resultados de las areas de los picos obtenidos se utilizaron para elaborar las
cartas de control a partir del analisis de ANOVA, tanto para la exactitud de las mediciones

analiticas como para la repetibilidad.

— Para realizar el analisis de ANOVA de un Factor, demostramos si las varianzas de
los resultados obtenidos entre los dias eran homocedasticas 0 heterocedasticas a

través del test de Hartley. Las hipotesis planteadas fueron:
Ho :Sél = Séz = Sés = SSA = Sés

. 2 2 2 2 2
H,:S5, #Sp, #S0: #5454 # S0
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Criterio de aceptacion:
Si la r calculado es mayor al r al 95% se rechaza la hipotesis nula. (Ver anexo 3)

— Una vez que demostramos que las varianzas eran homocedasticas aplicamos el
anélisis de varianza de un factor, lo cual nos permitio demostrar si existia diferencia
significativa dentro y/o entre los dias, en los cuales se determinar las areas de los
picos obtenidos. Las hipdtesis planteadas son las siguientes:

HOZY1=X2=Y3=Y4=Y5

Criterio de aceptacion:
Si la F calculado es mayor al F al 95% se rechaza la hipotesis nula. (Ver anexo 2)
Los resultados del calculo del ANOVA de un factor se anotaran en una tabla.

La razon de la raiz de la varianza dentro de los dias, entre la media global nos permitira
encontrar la exactitud de la estabilidad de las lecturas analiticas del material de referencia

interno de amoxicilina, expresada como un %RSD, segun ecuacion N° 1.

./S2 [Ec. 1].
%RSD = 22 *100

X

La Repetibilidad de la estabilidad en las lecturas analiticas del material de referencia

interno de amoxicilina expresada como un %RSD se calcula mediante la ecuacion N° 2:

S2 —§2
ED DD 2
———>+S85,

%RSD = \/ n__ *100

>

[Ec. 2]

Las graficas de control para monitorear la exactitud y repetibilidad de la estabilidad de las
lecturas analiticas del material de referencia interna de amoxicilina se elaboraron tomando

en cuenta las ecuaciones consideradas en la siguiente tabla:
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Limites Exactitud Repetibilidad
LS+3S o S
X +3—*H
C,-/n
LS+2S

LC
X \/So
= S
X _ 2 Pl
C,/n
LI-2S
= S
X —3_—P
LS-3S C”ﬁ

Tabla: Ecuaciones para la elaboracion de la carta de control,
para la exactitud, repetibilidad y precisién intermedia.

Donde Cn: Es un factor utilizado para la elaboracion de los gréaficos de control y que
depende del nimero de lecturas que se realizan por dias para el control de la exactitud y

repetibilidad siendo en este caso de 0.7979 para 2 lecturas por dia. (Ver Anexo 4)

7.4.4 Procedimiento para el estudio de la homogeneidad del Material de referencia

interno de amoxicilina

La homogeneidad del material de referencia interno se demostro a través del estudio de

cuatro soluciones que se prepararon de la siguiente manera:

1. Se mezcl6 en una bolsa, mecanicamente, por una hora el contenido de 20 gramos
del material de referencia interno de amoxicilina.

2. Se extendié de manera homogénea, sobre una superficie plana todo el material y se
trazé de manera imaginaria cuatro cuadrantes de los cuales se tomaron 25mg de material
de referencia de cada uno de ellos.
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3. Se prepararon las cuatro soluciones de material de referencia interno siguiendo los
pasos establecidos en el punto 7.3.4.
4. Se inyectaron al Cromatografo, 10 pl de solucion hasta completar 5 lecturas de cada

una de las cuatro soluciones.

— Con las areas obtenidas demostramos si las varianzas de los resultados entre las
soluciones eran homocedasticas 0 heterocedasticas a traves del test de Hartley. Las
hipotesis planteadas fueron:

Hy S;l = Séz = Séa = Sé4 = Sés

. 2 2 2 2 2
H,:S5, #S5, #S0; #5454, # S5

Criterio de aceptacion:
Si lar calculado es mayor al r al 95% se rechaza la hipdtesis nula.
ANOVA DE UN FACTOR

Una vez que demostramos que las varianzas eran homocedasticas aplicamos el analisis de
varianza de un factor, lo cual nos permitio demostrar si existia diferencia significativa

dentro y/o entre las soluciones.

Las hipdtesis planteadas fueron las siguientes:

HOZY1=Y2=Y3=Y4=Y5

Criterio de aceptacion:

Si F calculado es mayor que F al 95% se rechaza la hipotesis nula y decimos que el

material de referencia interno no es homogéneo.

Los resultados del calculo del ANOVA de un factor se anotaron en la tabla respectiva.

Br. Erick J. Gallo Garcia, Br. Karen J. Gonzéalez Esquivel, Br. Jorge A. Hernandez Juarez. Pagina 40



Caracterizacion de un Material de Referencia Interno de Amoxicilina a partir de un Estandar USP.

7.3.5 Procedimiento para el estudio de la estabilidad del estandar interno de

Amoxicilina.

1. Para el estudio de la estabilidad del estandar interno de amoxicilina se prepararon
tres soluciones a tres niveles de concentracion: 0.25, 0.5 y 0.75 mg/ml del material

de referencia interno de amoxicilina.

2. Se inyect6 10 pl de estas soluciones en el Cromatografo, 3 veces seguidas cada 0, 2,
4,6, 12,18, 24, 36, 46, 52 Horas.
3. Se graficaron las areas obtenidas a cada tiempo en funcidn de sus concentraciones y

mediante el estudio de la magnitud de la pendiente se demostré en que tiempo el

estandar se degrado.
7.3.6 Procedimiento para la elaboracion del material de referencia interno:

El procedimiento para la elaboracion del material de referencia interno de amoxicilina se

resume en el siguiente Flujograma:

Br. Erick J. Gallo Garcia, Br. Karen J. Gonzéalez Esquivel, Br. Jorge A. Hernandez Juarez. Pagina 41



Caracterizacion de un Material de Referencia Interno de Amoxicilina a partir de un Estandar USP.

Flujograma para la Preparacion del MRI.

Pesar 0.025 g

4

Disolver en un
balén de 50 ml,
con 20 ml de
Buffer de Fosfato
pH 5 y agitar
mecanicamente
por 5 min.

Sonificar por 5 min

A

Dejar equilibra
termicamente y
aforar a 50 ml con
Buffer

Filtrar

Inyectar 10 pl

Pesar 0.025 g

A

Disolver en un
balén de 50 ml,
con 20 ml de
Buffer de Fosfato
pH 5 y agitar
mecanicamente
por 5 min.

Sonificar por 5 min

A

Dejar equilibra
termicamente y
aforar a 50 ml con
Buffer

Filtrar

Calculo de %MRI

Fin

A
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7.3.6.

>

YV V.V V V V V V

1 Condiciones Cromatograficas:

Columna Marca Agilent Zorbax eclipse XDB-C18 de tamarfio de particula 5 um.
didmetro interno  y 15 cm de largo.

Longitud de onda 230 nm.

Velocidad de flujo: 1ml/minuto.

Temperatura de la columna: 25° C.

Volumen de inyeccion: 10 pl.

Composicion de la fase movil: 98% Buffer y 2% Acetonitrilo.

Numero de platos tedricos: no menos de 1700

Factor de coleo: no mas de 2.5

Desviacion estandar relativa para réplicas de inyecciones: no mas que el 2.0%

7.4.6.1 Procedimiento para la inyeccion del material de referencia certificado y el

material de referencia interno.

1. Inyectamos de manera alterna 10 pl de MRC y luego 10 pl de MRI, hasta completar 10

lecturas.

2. Comprobamos si existian datos outliers a través de la prueba de Grubbs.

3. Comparamos las medias de ambas soluciones mediante la prueba de medias apareadas:

Las hipdtesis planteadas fueron: ¥, =%
/AT OB

Hy:X
H, 1 X, # Xg

Criterio de aceptacion:

Si la t calculada es mayor a la t al 97.5% se rechaza la hip6tesis nula para n-1 grados de

libertad. (\Ver anexo 1)
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7.4.6.2 Modelo matematico para encontrar el porcentaje pureza del material de

referencia interno

Avri *M e *P*V
Amre *V, *M 0,

%MRI = 2*100 [Ec. 3].

Donde:

% de MRI: Es el porcentaje de Amoxicilina Trihidrato presente en el Material de

Referencia Interna.

Awri : Es el 4rea promedio de las 10 inyecciones del material de referencia interno.
Awrc; Area promedio de las 10 inyecciones del material de referencia certificado.
M rc: Es la cantidad de material de referencia certificado pesado en miligramos.
M uri: Es la cantidad de material de referencia interno pesado en miligramos.

V. : Volumen del balén en el cual se preparo el material de referencia certificado.
V2 : Volumen del balén en el cual se preparo el material de referencia interno.
P: Pureza del material de referencia certificado de Amoxicilina (Ver anexo 5).

7.3.6.3 Procedimiento para estimar la incertidumbre en la preparacion del Material

de Referencia Interno.

Las fuentes de incertidumbre que influyen en la preparacion del material de referencia
interno de amoxicilina estdn determinadas por el nimero de variables que componen al
modelo matematico, asi como los factores relacionados a la incertidumbre de los equipos
(Cromatografo y detector, Ruido y Deriva) e instrumentos usados para preparar las
soluciones, condiciones ambientales y determinacion de las areas de los picos. En el
siguiente diagrama de causa y efecto se identifican todas las variables que influyen en la

incertidumbre de la pureza del material de referencia interno de Amoxicilina.
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] = =
Resolucion Repetibilidad Repetibilidad
Certificado Linealidad Ruido Ruido
Repetibilidad Deriva Deriva
:I U(%MRI)l

i Temperatura
Resolucion Temperatura

Linealidad Tolerancia
Tolerancia
Repetibilidad de

Repetibilidad calibracion

Repetibilidad de
calibracion

I Cov(Awr,Anrc) I I Muri I

7.3.7 Elaboracion del certificado interno del material de referencia interno de

amoxicilina

Una vez que se estudiaron las propiedades del estdndar de referencia interno (estabilidad,

homogeneidad, pureza e incertidumbre) se procedié a la elaboracién de un certificado

interno que contiene los siguientes aspectos:

© © N o g b~ DN

N o
w N B O

Encabezado: Contiene el logotipo, nombre del laboratorio donde se elabord el
material de referencia y la cita siguiente: certificado de analisis interno del material
de referencia.

Titulo: Certificado del material de referencia interno de Amoxicilina.

Numero de lote.

Formula estructural y molecular

Peso molecular.

Valor de la propiedad certificada con su incertidumbre.

Cantidad contenida en el embase.

Apariencia.

Riesgos.

. Condiciones de almacenamiento.
. Instrucciones de uso.
. Procedimiento por medio del cual se obtuvo la incertidumbre.

. Firma del responsable de control de calidad.
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VIII. RESULTADOS Y DISCUSION

Deteccion de la estabilidad del sistema Cromatografico Ruido y Deriva

Parametros | Valores Promedios % RSD USP
N 2260.814 1.39 No menos que 1700
Tr 3.827 0.28
As 0.876 0.59 No mas de 2.5
Areas 94.44 0.20 No mas que 2%
Ruido 0.4693
Deriva 0.0341
Tabla N° 1
Discusion:

Los datos de la tabla N°1 muestran los resultados correspondientes al estudio de la
estabilidad del sistema cromatografico, en la misma podemos observar que el numero de
platos tedricos (N) es mayor a 2000, el factor de asimetria (As) es 0.876, y la desviacion
estandar relativa para las replicas de las areas de 10 inyecciones sucesivas es de 0.2%, los
parametros utilizados para demostrar que el sistema esta estables estan en concordancia
con los establecidos por la Farmacopea de los Estados Unidos de América. (Ver columna
4 de la tabla 1). El valor del ruido y la deriva fueron de 0.4693 y 0.0341 respectivamente.
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GraficoNo 1
Estudio de la Estabilidad del Estandar de Amoxicilina W OHoras
B 2Horas
160
A 4Horas
140 / > G Horas
f 9 {. 12Horas
120 XA4 | @ 18Horas
b / = 24 Horas
¢ 100 s
g M/ 36Horas
= 80
a - 46Horas
¢ 60 52Horas
= -
/ // —Lineal (0 Horas)
40 L ——Lineal (2 Horas)
——Lineal (4 Horas)
20
—Lineal (6 Horas)
0 —Lineal (12 Horas)
0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 — Lineal (18 Horas)
Concentracion de la Solucion en mg/ml
Discusion:

En el grafico N° 1, se muestran los resultados obtenidos al realizar el estudio de la
estabilidad del material de Referencia Interno de Amoxicilina, en el que se observa que
durante las primeras 6 Horas el estandar permanece estable, y luego de 12 horas la solucién
comienza a degradarse, acelerandose a partir de las 18 horas, por lo tanto el estandar solo
se mantiene estable durante estas 6 horas, debiendo prepararse cada vez que se realice un

analisis.
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Resultados del estudio de Homogeneidad del MRI de Amoxicilina.

Parametros | Solucién 1| Solucion 2 | Solucion 3 | Solucién 4
Media 92.86 92.74 92.72 92.74
Varianza 0.028 0.008 0.017 0.118
Ical Hartley 14.75 I'tabla 20.6
Tabla N°2
Fuente de Sumade | Gradosde | Varianza F Valor critico
variacion cuadrados libertad calculado de F
Entre las 0.0615 3 0.0205 0.479 3.24
soluciones
Dentro de los 0.684 16 0.04275
soluciones
Total 0.7455 19
Tabla N°3
Discusion:

En las tablas N° 2 y N° 3 se muestran los resultados para el analisis de homogeneidad del

MRI de Amoxicilina. Para el estudio de la homogeneidad del estandar interno fue

necesario demostrar que las varianzas entre las cuatro soluciones son homocedasticas y que

no existe diferencia significativa entre las cuatro soluciones.

En la tabla N° 2 el valor del r calculado del test de Hartley, para el estudio de la

homocedasticidad, es mucho menor al valor de r de tabla, por lo tanto las varianzas de los

cuatros grupos de resultados se considera que son iguales.

Para ver la diferencia entre las cuatro soluciones se aplico el andlisis de varianza de un
factor (ANOVA).
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En la tabla N° 3 se resumen los resultados para el analisis de las varianzas, en el cual la F

de Fisher calculada es mucho menor al F critico por lo tanto el material de referencia se

considera que es homogéneo.

Las diferencias de los resultados se muestran en la grafica N° 2 de los intervalos de

confianza. Como puede verse las varianza son homogéneas y por lo tanto hay repetibilidad

en las soluciones.

¢Caracterizacion de un Material de Referencia Interno de Amoxicilina a partir de un Estandar USP.
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Resultados del estudio de la Estabilidad de las Lecturas analiticas del Material de

Referencia Interno Amoxicilina

Parametros Desviacion estandar %RSD
Repetibilidad 0.184 0.193
Precision
Intermedia 0.563 0.590
Gran media 95.408
Test Hartley Rea =4.99 R tabia =7.11
Tabla N° 4
Origen de las Sumade | Grados de Valor critico
variaciones cuadrados libertad Varianza | F para F
Entre los dias 11.4668 4 2.8667 |84.31 2.58
Dentro de los dias 1.53 45 0.034
Total 12.9968 49 0.5150154
Tabla N° 5

Discusion:

Las tablas N° 4 y N° 5, contienen los datos sobre la Repetibilidad, la Precision Intermedia
y el estudio de la homogeneidad de las varianzas para el estudio de la estabilidad de las

lecturas analiticas del material de referencia interno de amoxicilina.

De los valores de la tabla 4 se deduce que las varianzas de los resultados obtenidos durante
los 5 dias son homocedasticas ya que el r ; del test de Hartley es menor al r tpla. La
repetibilidad, bajo iguales condiciones de trabajo y la precision intermedia, dados como un
porcentaje RSD son menores al 1%. Lo que nos indica que existe una buena precision entre

las mediciones.

Para comprobar, si no existen diferencias entre las medias, de los grupos de resultados se
realizo el anélisis de varianza de un factor (ANOVA). Los resultados se muestran en la
tabla 5 en la cual se puede ver que existen diferencias significativas entre los resultados

entre los dias, puesto que el F calculado es mucho mayor al F de tabla.
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Las diferencias en los resultados pueden verse en el grafico N° 3 de los Intervalos de

Confianza, donde se nota mayor variacién de los resultados en los dias 3 y 5.

Grafico 3. Intervalos de confianza para el estudio de Ia
estabilidad de las lecturas analiticas del MRI.
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A partir de las medias y desviacion estandar de la precision intermedia, se elaboraron los
graficos de control para la exactitud y Repetibilidad de los datos analiticos, los cuales
pueden verse en los graficos N° 4 y N°5.

GraficalN® 4
Garafico de Control de los promedios para el
control de la exactitud de las mediciones analiticas
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En el gréfico N° 4 se observa que en el dia 3 existe un punto dentro del limite de control de
advertencia volviendo a control el dia cuatro y saliendo de control estadistico el dia 5. Esta
variacion en la exactitud de las mediciones pudo ser ocasionada por problemas eléctricos y

técnicos relacionados a corte de energia y/o errores de pesada.

GraficoN° 5.
Grafica de control de las desviaciones estandar, para el control
de la repetibilidad de las mediciones del estandar interno de
amoxicilina..
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El grafico N° 5 se observa que existe una buena Repetibilidad de las mediciones analiticas.
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Resultados de las areas del MR Y MRI

N° MR MRI
1 94* 94.8
2 944 94.9
3 944 94.8
4 944 94.3
5 945 94.5
6 94.6 94.9
7 94.4 94.3
8 94.7 94.9
9 94.6 945

10 94.4 94.8

Promedio| 94.44 | 94.67
Tabla N° 6

Discusion:

En la tabla N° 6 se encuentran los resultados de las areas de los picos del MR y del MRI de
Amoxicilina. Al determinar la existencia de datos andmalos mediante el Test de Grubbs se
encontrd que el dato 1 del MR era anomalo puesto que el test estadistico de Grubbs para
ese valor fue de 2.316, siendo mayor que el 5% de su valor critico y menor o igual que el
1% de su valor critico (Valor critico al 5% 2.29, valor critico al 1% 2.482). Este dato se
considera andmalo pero no aberrante ya que ha de esperarse que el 5% de los resultados de
un grupo salgan de control estadistico, por lo que el resultado se debe conservar para
realizar los célculos de la Pureza del MRI. Para los otros grupos de resultados (MRI) se

determino gque no existian datos anomalos.

Al aplicar el estadistico de las medias apareadas (t) para demostrar si existian diferencias
significativas entre las medias de ambos grupos de resultados se demostré que si existia
diferencia entre ambas media ya que el t 5 fue mayor al t wpia (TC =2.379, T apla =2.262),
por lo que discernimos que el contenido de amoxicilina en el material de referencia interno

debe ser diferente de la concentracion en la solucion del estandar de referencia.
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Resultados de las fuentes de incertidumbre que influyen en la preparacion del

Material de Referencia Interno.

Variable Fuente Especificacion | Distribucion Formula Incertidumbre
Pureza Certificado 0.1% Rectangular a 0.00057735
UP = E
Resolucién 0.1mg Rectangular R 0.000028867
U, =——
R 2\/5
Linealidad 0.0002g Rectangular st 0.00011547
Masa MRI R
Repetibilidad | 7.07107x10” t Student S 4.08248x10°
Ug = T;
Repetibilidad 0.18973666 t Student S, 0.060000002
UR = ﬁ
Area MR
Ruido 0.469 Rectangular R 0.135388638
Ug = m
Deriva 0.0341 Rectangular D 0.00984382
UD :ﬁ
Cov(MRI, Medias 0.000133333
MRC) apareadas
(A' A )_ Z(ARI —Ari XARC *KRC)
WAL AC)= n(n-1)
Repetibilidad 0.245175674 t-Student s, 0.077531355
UR = ﬁ
Area MRI Ruido 0.469 Rectangular . 0.135388638
UR m
Deriva 0.0341 Rectangular D 0.00984382
UD = ﬁ
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Continuacion Tabla N° 7

Variable Fuente Especificacion | Distribucién Férmula Incertidumbre
Resolucion 0.1mg rectangular R 0.000028867
U, =——
R 2@
linealidad 0.0002g Rectangular L 0.00011547
u =—
Masa MRI Sk
Repetibilidad 7.07107x10° t Student S 4.08248x107
Ug = T;
Temperatura 0.5°C Rectangular AT 0.144337567
T m
Tolerancia 0.05 Triangular T 0.024494897
Volumen 1 "=
Repetibilidad 0.017002957 t-Student s 0.0053766807
Ug = T:l
Temperatura 0.5°C Rectangular AT 0.144337567
U = ﬁ
Volumen 2
Tolerancia 0.05 Triangular - 0.024494897
UT = %
Repetibilidad 0.017002957 t-Student s 0.0053766807
Ug = TF:I
Tabla N° 7
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Resultados para el calculo de la Incertidumbre combinadas para cada parametro que

influye en la incertidumbre del calculo de la pureza del material de referencia

interno.
Variable Ecuacién Incertidumbre
combinada
Pureza u =S 0.00057735
Fn
Masa MRI Up = ,uliep +u2,, +u? 0.00012111
Masa MRI ; ; ; 0.00012111
Ug =[Ugep T Uges +UL
Area MRI 0.15639773
uR :‘\/uéep +ul§uid +UIZD
Area MR 0.14848952
uR = queep +ul§uid +Ué
Cov(MRL, MRC) | .\ 2(& ][& ]u -0.00029972
aAMRI aAMR (o o
. (VaATY
Volumen 1 U = Ur lres ¥ 75 13 0.02593855
u :Ju2 +u? +(VaATj2
Volumen 2 A B P N 0.02593855

Tabla N° 8: o factor de expansion cubica del solvente 2.07x10-4/°C
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Calculo de la incertidumbre combinada tomando como factor de cobertura de K=2

para un 95.45% de intervalos de confianza

VARIABLES | valor Xl ui Ci Ciui (Ciui)2
AMRC 94.44 0.14848952 | -1.061452148 -0.15761452 | 0.02484234
AMRI 94.67 0.15639773 1.058873359 0.165605387 | 0.02742514

MRC 25 0.00012111 4.009741635 0.000485604 | 2.3581E-07
MRI 25 0.00012111| -4.009741635 -0.0004856 | 2.3581E-07
V2 50 0.02593855 2.004870817 0.052003444 | 0.00270436
VI 50 0.02593855| -2.004870817 -0.05200344 | 0.00270436
P 1 0.00057735 100.2435409 0.057875635 | 0.00334959
Cov -0.00029972
SUMA 0.06072654
Uc 0.24642756
Ugy 0.49285511

Tabla N° 9

Discusion:

En las tablas nimero 7, 8 y 9 se muestran los resultados para los calculos de las
incertidumbres de los 8 componentes que influyen en la determinacion de la Pureza del
Estandar Interno de Amoxicilina. Al sustituir los valores dados en la columna 2 de la tabla
N° 9 en la ecuacion 3 podemos determinar la pureza del estandar interno de Amoxicilina

siendo este de 100.24% y su incertidumbre expandida de 0.50%.

La tabla N° 9 también nos permite ver el célculo de la incertidumbre expandida Ug,, la
cual se determino sacado la raiz cuadrada de la sumando del producto de los coeficientes
de sensibilidad por sus incertidumbre al cuadrado, el factor de cobertura usado para

calcular dicha incertidumbre fue de 2 para un intervalo de confianza del 95.45%.
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Grafico 6.
Influencia de los componentes de la incertidumbre para
el calculo de la pureza del MRI.
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Discusion:
El gréfico N° 6 nos muestra el porcentaje de contribucion de los componetes individuales a
la incertidumbre combinada, el que mas contribuye a la incertidumbre es el area de los

picos del material de referencia interno y el que menos contribuye es la covarianza.
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CONCLUSION

Se demostrd, a través del estudio de estabilidad, que la solucion del estandar interno de
amoxicilina es estable durante las primeras 6 horas de su preparacion. Presentando
homogeneidad, debido a que obtuvo el mismo valor de las propiedades medidas dentro de
las mismas unidades y entre todas las unidades de estudio. La pureza e incertidumbre del
estandar interno de amoxicilina se establecié tomando en cuenta todos los componentes
que influyen en su determinacion siendo esta de (100.24+0.50) %, con un factor de

cobertura de 2 para un intervalo de confianza del 95.45%.
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RECOMENDACIONES

1. Los Laboratorios de Control de Calidad de Medicamentos deben implementar el
uso de materiales de referencia certificados para garantizar la exactitud y
trazabilidad de sus resultados y que cumplan con los requisitos establecidos por la

Norma ISO/IEC 17025.

2. Los Laboratorios de Control de Calidad de Medicamentos deben participar en
ensayos de aptitud para asignar valores a los estandares de referencia internos

usados para el control de la calidad de sus mediciones.

3. Los Laboratorios de Control de Calidad de Medicamentos deben adquirir
estdndares certificados USP, ya que este organismo recientemente alcanzo la
acreditacion 1SO como Fabricante de material de referencia certificado y a partir de

estos elaborar sus propios MRI.

4. Que en estudios posteriores se determine la potencia de Materiales de Referencia
Internos a través del ensayo Microbiol6gico, ya que este trabajo se baso

estrictamente en el ensayo Fisico-quimico.
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ANEXO 1

TABLA 2: DISTRIBUCION t DE STUDENT

Puntos de porcentaje de la distribuciéon t
Ejemplo

Para ¢ = 10 grados de
libertad:

Pft>1.812] =0.05
P[t<-1.812] =0.05

|
-1.812 1.812 p

0,25 0,2 0,15 0.1 0,05 0,025 0,01 0,005 | 0,0005

;
1 1000 | 1376 | 1963 | 3078 | 6314 | 12.706 | 31.821 | 63.656 | 636,578
2 0,816 | 1,061 | 1386 | 1,886 | 2,020 | 4,303 | 6,965 | 9,925 | 31,600
3 0765 | 09786 | 1250 | 1,638 | 2,353 | 3,182 | 4,541 | 5841 | 12,924
4 0,741 | 0941 | 1,190 | 1533 | 2132 | 2776 | 3,747 | 4,604 | 8510
5 0727 | 0920 | 1,156 | 1476 | 2,015 | 2571 | 3,365 | 4,032 | 6,860

0,718 | 0006 | 1,134 | 1440 | 1,043 | 2447 | 3143 | 3707 | 5959
0711 | 0896 | 1119 | 1415 | 1,805 | 2,365 | 2,008 | 3499 | 5408
0706 | 0880 | 1108 | 1397 | 1.860 | 2306 | 2806 | 3,355 | 5041
0703 | 0,883 | 1,100 | 1,383 | 1,833 | 2,262 | 2,821 | 3250 | 4781
10 0700 | 0879 | 1,003 | 1372 | 1,812 | 2,228 | 2,764 | 3,69 | 4,587

11 0,697 | 0376 | 1,088 | 1363 | 1,796 | 2201 | 2718 | 3,106 | 4437
12 0695 | 0873 | 1083 | 1356 | 1,782 | 2179 | 2681 | 3,055 | 4318
13 0,604 | 0,870 | 1079 | 1,350 | 1,771 | 2,160 | 2650 | 3,012 | 4,221
14 0,692 | 0868 | 1,076 | 1345 | 1,761 | 2,145 | 2,624 | 2,977 | 4,140
15 0,601 | 0866 | 1074 | 1341 | 1,753 | 2,131 | 2,602 | 2,947 | 4,073

16 0,600 | 0865 | 1,071 | 1337 | 1,746 | 2,120 | 2,583 | 2,921 | 4,015
17 0689 | 0863 | 1089 | 1333 | 1,740 | 2110 | 2567 | 2,808 | 3965
18 0,686 | 0862 | 1,067 | 1330 | 1,734 | 2,101 | 2,552 | 2,878 | 3,922
19 0,666 | 0861 | 1,066 | 1328 | 1,720 | 2,093 | 2,530 | 2,861 | 3,883
20 0687 | 0,860 | 1084 | 1325 | 1,725 | 2,086 | 2528 | 2,845 | 3,850

21 0686 | 0850 | 1063 | 1323 | 1,721 | 2,080 | 2518 | 2,831 | 3819
22 0,686 | 0858 | 1081 | 1321 | 1,717 | 2074 | 2508 | 2,819 | 3,792
23 0,685 | 0856 | 1,060 | 1319 | 1,714 | 2,060 | 2,500 | 2,807 | 3768
24 0685 | 0857 | 1,050 | 1318 | 1,711 | 2,064 | 2,492 | 2,797 | 3745
25 0684 | 0856 | 1058 | 1316 | 1,708 | 2,060 | 2485 | 2787 | 3725

26 0684 | 0856 | 1058 | 1315 | 1,706 | 2056 | 2479 | 2,779 | 3707
27 0,684 | 0855 | 1057 | 1214 | 1,703 | 2,052 | 2473 | 2,771 | 3,689
28 0,683 | 0855 | 1056 | 1,313 | 1,701 | 2,048 | 2467 | 2,763 | 3,674
209 0683 | 0854 | 1055 | 1311 | 1,600 | 2045 | 2462 | 2,756 | 3,660
30 0,683 | 0854 | 1,055 | 1,310 | 1,607 | 2,042 | 2457 | 2,750 | 3,646

40 0,681 | 0851 | 1,050 | 1,303 | 1,684 | 2,021 | 2423 | 2,704 | 3551
60 0,679 | 0845 | 1,045 | 1296 | 1,671 | 2,000 | 2,390 | 2,660 | 3460
120 | 0677 | 0,845 | 1,041 | 1289 | 1658 | 1980 | 2358 | 2617 | 3,373
= 0674 | 0842 | 1036 | 1282 | 1,645 | 1960 | 2326 | 2576 | 3200
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ANEXO 2

TABLA 4: DISTRIBUCION F DE FISHER

Puntos de Porcentaje de la distribucion F

Ejemplo:
Para nl = 9, n2 = 12 grados de libertad:
P[F=280]=005
- 5% dc 4rca P[F=439]=00]
1% de drea
o 1 HE FIR 5
5 % (normal) y 1 % (negritas) puntos para la Dismbucion oe T
oy 1 grados delibertad (para el mayor cLadrado medio) ny
1 Z 3 El 5 [ 7 ] g 10 7 1 14 16 20 24 30 40 50 75 100 00 500 @
1 ™l 199 i 25 XV X S X k] AT 24 ZS 44 a5 245 I 49 V1S ) i3 53 24 B I T

4052 4999 5404 5624 5764 5850 5928 5081 6022 6056 6083 6107 6143 6170 6209 6234 6260 6286 6302 6324 6334 6350 6360 6366
2 | 1851 1900 1916 1925 1930 1933 1935 1937 1938 1940 1940 1941 1942 1943 1945 1945 1945 1947 1943 1945 1949 1049 1940 1950 2
98.50 99.00 99.16 99.25 99.30 9933 09.36 99.38 9939 99.40 99.41 09942 0943 99.44 9945 99.46 99.47 99.48 0048 9948 99.49 99.49 99.50 99.50
3 (1013 955 928 912 001 B854 889 885 881 B79 876 474 871 B6Y 866 864 062 659 855 856 855 854 553 853 3
3412 30.82 29.46 28.71 28.24 2791 27.67 2749 2734 27.23 2713 27.05 2692 2683 26,69 2660 26.50 26.41 26.35 26.28 26.24 26.18 26.15 26.13
4 771 694 659 639 626 616 603 604 600 596 594 591 587 584 580 577 575 6Hy2 5670 568 566 565 564 663 4
21.20 1800 16.60 1598 1552 1521 14.08 1480 1466 14.55 14.45 1437 1425 1415 1402 13.93 13.84 13.75 13.60 13.61 1358 13.52 13.40 13.46
5 661 679 541 519 505 495 483 482 477 474 470 463 464 460 456 4563 450 446 444 442 441 433 437 437 5
16.26 13.27 1206 11.39 10.97 10.67 10.46 10.29 1016 10.05 9.96 989 0977 968 955 047 938 929 024 917 913 9.08 9.04 9.2
6 599 514 476 453 430 428 421 415 410 406 403 400 386 382 387 384 381 377 375 373 371 269 368 367 6
13.75 1092 978 945 875 B47 826 B840 798 787 799 772 760 752 740 73 723 744 709 7.02 699 693 690 6.88
7 550 474 435 412 397 387 373 373 368 364 360 357 353 340 344 341 338 334 332 320 327 325 324 323 7
1225 955 845 785 746 719 699 684 672 6.62 654 647 636 628 616 607 599 591 586 579 575 570 567 565
8 532 446 407 384 360 358 350 344 339 335 331 323 324 320 315 312 308 304 302 200 207 295 294 293 8
1126 865 759 7.01 663 637 618 603 591 581 573 567 556 548 536 528 520 512 507 500 496 491 488 486
] 512 426 386 363 348 337 320 323 318 314 310 307 303 299 294 290 286 283 280 277 276 273 272 271 9
1056 B8.02 699 642 6.06 580 561 547 535 526 518 511 501 492 481 473 465 457 452 445 441 436 433 431
10 496 410 371 348 333 322 314 307 302 288 294 291 286 283 277 274 270 266 264 260 250 256 255 254| 10
10.04 756 655 599 564 539 520 506 494 485 477 471 460 452 441 433 425 417 412 405 401 3.9 393 391

ANEXO 3

Test de Hartley. Comparacion de Varianzas

Tabla de valores de r al 95 % de nivel de confianza. k es el niimero
de varianzas y vson los grados de libertad para cualquier serie.

Kk 12 3 |4 |5 |s

14
2 39.0 | 87.5 | 142 | 202 | 266
3 15.4 | 27.8 [39.2 | 50.7 | 62.0
4 9.6 |155|20.6 | 252|295
5 715 10.8 | 13.7 | 16.3 | 18.7
6 5.82 834 |10.4 |12.1 |13.7
7 499 (694 |8.44 |97 |108
8 4.43 |6.00 | 7.18 | 8.12 | 9.03
9 4.03 534 (631 |7.11 | 7.80
10 3.72 | 4.85 | 5.67 | 6.34 | 6.92

41
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Factores utilizados en la elaboracion de los graficos de control.
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n 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Cn |0.7979 | 0.8862 | 0.9213 | 0.9400 | 0.9515 | 0.9594 | 0.9650 | 0.9693 | 0.9727
ANEXO 5
Mediciones de las 4 soluciones del MRI
Areas
No solucion 1 | solucion 2 | solucion 3 | solucion 4
1 92.9 92.7 92.8 92.6
2 92.7 92.9 92.6 93
3 92.7 92.7 92.6 93
4 93.1 92.7 92.7 92.2
5 92.9 92.7 92.9 92.9
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ANEXO 6

#Caracterizacion de un Material de Referencia Interno de Amoxicilina a partir de un Estandar USP.

Datos para el estudio de la estabilidad en las lecturas analiticas

No Dia 1l Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5

1 95.6 96 95.8 94.8 94.8

2 95.6 95.8 96.1 94.9 94.7

3 95.8 95.9 96.1 95.1 94.8

4 95.8 95.7 96.1 95 94.6

5 95.6 95.6 95.9 94.9 94.6

6 95.5 95.8 96 95.1 94.6

7 95.5 95.7 96 95.3 94.7

8 95.5 95.7 96.1 95.5 94.7

9 95.4 95.7 96.2 95.4 94.8

10 95.6 95.3 95.7 94.6 94.4
Promedio 95.59 95.72 96 95.06 94.67

S 0.12866839 | 0.18737959 | 0.15634719 | 0.27968236 | 0.12516656
varianza | 0.01655556 |0.03511111|0.024444440.07822222|0.01566667
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ANEXO 7

USP Certificate

U.S. Pharmacopeia

The Standard of Quality™
Amoxicillin
LOT JOC043
Molecular Formula
o C16H19N305S-3H20
HO " HO ¢ H Molecular Weight
0 .

SnX ety | 41945
* 3H0 ]
N~1 s CH, CAS Number

HN H H H 61336-70-7

LABEL TEXT

Amoxicillin

200 mg
CAUTION! May Cause Allergy

Do not dry before using. This is the trihydrate form of amoxicillin.
For quantitative applications, use a value of 862 ug of amoxicillin per mg on the as-is basis.

Keep container tightly closed. Protect from light. Store in a freezer.
FOR USE WITH SPECIFIED USP-NF TESTS » NOT FOR USE AS A DRUG + READ MSDS BEFORE USING

CAT. NO. 1031503 USP Rockville, MD LOT JoC043

TSP certifies that the USP Reference Standards Committee, in accordance with their rules and procedures,
determined that this USP Reference Standard lot is suitable to assess compliance with the monograph standards for
which it is specified. The critical characteristics of this lot are usually determined independently in three or more
laboratories, including USP, FDA, and academic or industrial collaborators.

0A Director

Page 1 of 2 04-Nov-2005
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Calculation Value

Unless otherwise stated on the Reference Standard label, a value of 100.0% should be used in USP or NF
compendial applications for which the use of this Reference Standard is intended. Please refer to the specific
Reference Standard label for further information.

Expiration

Current lots are identified in the Official USP Reference Standards catalog. In some cases, the previous lot may still
be considered official. If so. it 1s identified in the column marked “Previous Lot/Valid Use Date.” Ordinarily. the
previous lot 1s carried in official status for about one year after the current lot enters distribution.

Tt is the responsibility of each user to determine that this lot is current when used. To ensure up-to-date information,
USP publishes the Official USP Reference Standards Catalog, which contains official lot designations. This
information is also available on the USP web site, at www.usp.org, as well as in the bimonthly subscription
publication, Pharmacopeial Forum.

Instructions for Use

Follow the instructions in the appropriate USP or NF Monographs and General Requirements for Tests and Assays
of the current USP-NF. In the event that instructions on the label of this lot differ from those found in the current
USP-NF, those on the label supersede any instructions listed in Chapter <11>.

Non-Monograph Use

The suitability of this Reference Standard for use in non-compendial applications is solely the responsibility of the user.

LEGAL NOTICE

USP MAKES NO REPRESENTATION OR WARRANTY WITH RESPECT TO THE ACCURACY.
COMPLETENESS, OR CURRENTNESS OF THIS CERTIFICATE: AND USP SPECIFICALLY DISCLAIMS
ANY OTHER WARRANTY. EXPRESS, IMPLIED, OR STATUTORY. INCLUDING BUT NOT LIMITED TO,
THE IMPLIED WARRANTIES OF MERCHANTABILITY AND FITNESS FOR A PARTICULAR PURPOSE.
USP DOES NOT WARRANT THAT THE INFORMATION CONTAINED HEREIN MEETS THE
CUSTOMER'’S REQUIREMENTS. USP SHALL NOT BE LIABLE ON ACCOUNT OF ANY SUCH ERRORS
OR OMISSIONS.

USP Reference Standards are not intended for use as drugs,
dietary supplements, or as medical devices.
This document is not a Material Safety Data Sheet.

This certificate may not be reproduced without
the express written permission of USP.

Copyright 2004 The United States Pharmacopeial Convention. Inc. All rights reserved

Page 2 of 2 04-Nov-2005
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ANEXO 8
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Figura 1. Cromatograma del material de referencia interno de Amoxicilina
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Figura 2. Cromatograma del material de referencia USP.
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LCCM| CERTIFICAL

Laboratorio de
Control de Calidad

de Medicamentos Certiﬁcado Interno d

AMOXICILINA
Certificado de Material de Referencia Interno

Lote: 27078/ MP

0 Molecular Formula

Ho Lo C16H19N305S—H,0
N N/§<CH3
XN § CH, Molecular Weight
il m
) H H

Valor Certificado de sus propiedades: 100.24% + 0.50.

Producido y Certificado por: Laboratorio de Control de Calidad de Medicamentos LCMM
Tamaifio: 20 g.

Apariencia: Polvo blanco.

Riesgos: Precaucion, Puede causar alergia.

Almacenamiento: Manténgase bien cerrado. Protéjase de la luz. Guardese en

Refrigeracion.

Instrucciones de Uso: No se seque antes de usar. Para aplicaciones cuantitativas use 862
mg de amoxicilina por mg de base.

Valores de Incertidumbre: La incertidumbre en el valor certificado de sus propiedades esta
expresada como una incertidumbre expandida, U, al 95.45 % intervalo de confianza y esta
calculado de acuerdo al método descrito en la Guia GUM-1995. La incertidumbre expandida

esta calculada como U=Kp., donde el factor de cobertura K=2, y . incertidumbre
combinada.
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L CCM| CERTIFICADO DE"AN

Laboratorio de

Control de Calidad

LU Certificado Interno de Materialde

Periodo de Validez: La Certificacion del material de Referencia Interno de Amoxicilina del lote
es valida hasta el 20 de junio del 2010.
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