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RESUMEN

El objetivo de realizar esta investigacion fue proponer un estudio de comparacion de dos
metodologias analiticas para la cuantificacion de Amoxicilina mas Acido Clavulanico en
Polvos para Reconstitucion de 250mg/ml, efectuandose en las instalaciones del
Laboratorio Farmacéutico Rocnarf ubicado en la ciudad de Guayaquil en el departamento
de Control de Calidad, en los meses de enero y marzo del 2022. Se realizaron los analisis
fisicoquimicos de las metodologias por Espectrofotometria Ultravioleta Visible y por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia, en los cuales se establecieron los
procedimientos, parametros de desempefio a evaluar y sus especificaciones, preparacion
de reactivos, materiales y equipos a utilizar. Los resultados obtenidos de ambos métodos
se compararon haciendo uso del Software Statgraphics para la Comparacion de Medias
y Verificacion de Varianza, en el cual se concluye que la metodologia por
Espectrofotometria es comparable a la técnica de HPLC para la determinacién de
Amoxicilina méas Acido Clavulanico en Polvos para Reconstitucion de 250mg/, basados
en los datos obtenidos por HPLC y Espectrofotometria UV-Visible en las concentraciones
de Amoxicilina demuestran un 0.142% de desviacion estandar para el método por
Espectrofotometria UV -Visible mientras que existe un 0.126% para el HPLC, se obtuvo
un coeficiente de variacion de 0.139% para Espectrofotometria Uv Visible y un 0.127%
para HPLC y un sesgo estandarizado de 1.163 % para para Espectrofotometria Uv Visible
y un 0.566% para HPLC, en el caso del Acido Clavulanico demuestran un 0.424% de
desviacion estandar para el método por Espectrofotometria UV -Visible mientras que
existe un 0.341% para el HPLC, se obtuvo un coeficiente de variacion de 0.374% para
Espectrofotometria UV Visible y un 0.323% para HPLC y un sesgo estandarizado de -
0.865% para para Espectrofotometria UV Visible y un 0.367% para HPLC, dado que no
existe una diferencia significativa entre ambas metodologias, ambos valores de sesgo
estandarizado se encuentran dentro del rango esperado, lo que indica que son comparables
o similares estadisticamente con los valores obtenidos por el método HPLC que es el
método de referencia. Con lo cual la hipotesis nula queda aprobada y en este caso, se
puede hacer uso del Método Espectrofotométrico para realizar este analisis convencional,
debido a que sus resultados analiticos a las pruebas fisico-quimicas demuestran la optima
calidad de los medicamentos y se encuentran dentro de los criterios de aceptacion para
que el producto pueda ser aprobado y comercializado.

Palabras Claves: cromatografia, espectrofotometria, métodos, comparacion,

cuantificacion.
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ABSTRACT

The objective of carrying out this research was to propose a comparison study of two
analytical methodologies for the quantification of Amoxicillin plus Clavulanic Acid
Powder for Reconstitution of 250mg/ml, carried out in the facilities of the Rocnarf
Pharmaceutical Laboratory located in the city of Guayaquil in the department of Quality
Control, in the months of January and March 2022. The physicochemical analyzes of the
methodologies were carried out by Ultraviolet Visible Spectrophotometry and by High
Efficiency Liquid Chromatography, in which the procedures, performance parameters to
be evaluated and their specifications, preparation of reagents, materials and equipment to
be used. The results obtained from both methods were compared using the Statgraphics
Software for the Comparison of Means and Verification of Variance, in which it is
concluded that the methodology by Spectrophotometry is comparable to the HPLC
technique for the determination of Amoxicillin plus Clavulanic Acid in Powders. for
Reconstitution of 250mg/, based in the data obtained by HPLC and UV-Visible
Spectrophotometry in the concentrations of Amoxicillin show a 0.142% standard
deviation for the UV-Visible Spectrophotometry method while there is 0.126% for
HPLC, a variation coefficient of 0.139% was obtained for Visible Uv Spectrophotometry
and 0.127% for HPLC and a standardized bias of 1.163% for Visible Uv
Spectrophotometry and 0.566% for HPLC, in the case of Clavulanic Acid they show a
0.424% standard deviation for the UV-Visible Spectrophotometry method while there is
0.341% for HPLC, a coefficient of variation of 0.374% for UV Visible
Spectrophotometry and 0.323% for HPLC and a standardized bias of -0.865% for UV
Visible Spectrophotometry and 0.367% for HPLC was obtained, given that there is no
significant difference between both methodologies, both standardized bias values are
within the expected range, which indicates that they are comparable stable or statistically
similar with the values obtained by the HPLC method, which is the reference method.
With which the null hypothesis is approved and, in this case, the Spectrophotometric
Method can be used to carry out this conventional analysis, because its analytical results
to the physical-chemical tests demonstrate the optimal quality of the drugs and are within
the acceptance criteria so that the product can be approved and marketed.

Keywords: chromatography, spectrophotometry, methods, comparison,
quantification.
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INTRODUCCION

La evaluacién para garantizar la confiabilidad de las mediciones dentro de un laboratorio
de analisis de medicamentos es de gran importancia ya que debe ofrecer un servicio de
calidad con resultados eficientes. Hoy en dia ante la presencia de nuevas técnicas,
metodologias o adaptaciones de procedimientos conocidos, los laboratorios deben,
establecer el grado de conformidad de acuerdo con los métodos utilizados y los
potencialmente mas Utiles para mejorar el desempefio analitico previo a los cambios en
los procedimientos. La mejor estrategia para la investigacion en la aplicacion de un
método es su comparacion con la metodologia considerada “gold standard” para el

analito estudiado. (Briozzo, Perego, & Moiron , 2015).

Para estudiar la aplicacion de un método potencialmente utilizable es ensayar en paralelo
con una buena aproximacion entre, el principio activo (Amoxicilina + Acido Clavulanico)
por el nuevo método a estudiar (Espectrofotometria), en comparacion con el que se esta
utilizando Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC), esto con el objeto de
estimar si los resultados son préximos, iguales o diferentes entre ambas metodologias. Y
de esta manera determinar si el método comparado cumple con los requerimientos

especificos de analisis para ser utilizado segun estos resultados. (Abril, y otros, 2017)

La industria farmacéutica mayormente se ha encaminado en investigar nuevas
metodologias analiticas, que le permitan obtener resultados en forma répida y confiable,
para un ensayo en especifico. Sin embargo, algunos métodos analiticos investigados para
ciertos principios activos quedan sin aplicaciéon, debido a que sus parametros de
desempefio de calidad (linealidad, exactitud, rango, precision ,especificidad y robustez)
y operativos (sencillez y economia) resultan ser los no ideales para un ensayo analitico
especifico. (Cumba & Calderén, 2011)

Los métodos analiticos instrumentales pueden tener un objetivo cualitativo, cuantitativo
0 estructural que se basan en la medicion de propiedades fisicas de los analitos tales como
conductividad, absorcion o emision de la luz, razon masa a carga y fluorescencia, también
emplean frecuentemente procedimientos para separar y resolver compuestos
relacionados, los cuales se basan en su mayoria en cromatografias y electroforesis capilar.
(Barcelona, Marin, & Stamboulian, 2008)



Los métodos analiticos mas usados son los cromatograficos como el de cromatografia
liquida de alto rendimiento (HPLC), los medicamentos son muestras complicadas y estos
métodos se caracterizan por su sensibilidad y su capacidad para la separacién de especies
termolabiles o no volatiles. Los métodos cromatogréaficos han tenido un gran impacto en
la ciencia, debido a su utilidad para caracterizar mezclas complejas. Sin embargo, cuando
se utilizan en el andlisis rutinario, presentan el inconveniente de requerir equipamiento
sofisticado y caro, reactivos de alto costo y utilizar solventes que en algunos casos son

contaminantes, ademas de insumir tiempos importantes. (Universidad del Litoral, 2016)

Actualmente, el Laboratorio Farmacéutico Rocnarf, en el area de Control de calidad
dispone de un solo método analitico para la cuantificacion de Amoxicilina y Acido
Clavulanico en polvos para reconstitucion como forma farmacéutica disponibles en el
mercado, asi lo evidencia, la informacion obtenida de una busqueda realizada en
documentos oficiales y no oficiales. El método de HPLC es el unico descrito en la
farmacopea de los Estados Unidos USP 41. Al no existir alternativas analiticas para
cuantificar dichos principios activos, se generan algunas limitaciones, entre ellas: altos
costos de operacion, congestiones por el elevado nimero de ensayos en los laboratorios
de control de calidad, interrupciones por mantenimiento correctivo y preventivo del

cromatografo, laboriosidad del método, y finalmente dificultades técnicas.

La Espectrofotometria Ultravioleta-Visible es un método especifico el cual se encarga del
analisis optico, por tanto, es de gran utilidad para la identificacién y cuantificacion de

sustancias.

Todos los componentes de la solucidn van a tener un patron de absorcion de luz especifico
a determinada longitud de onda. Por otra parte, la concentracion y la identificacion de
todos los componentes que se encuentran disueltos en la muestra se pueden determinar
mediante la comparaciéon de la longitud de onda y la absorcion de la luz de la muestra con

estandar de referencia que contenga los mismos componentes que la muestra.

Entre las ventajas que trae consigo el usar la metodologia por Espectrofotometria de UV-
Vis: interfase amigable e intuitiva, rapidez de resultados, precision extrema, versatilidad,

ademas, presenta una eficiencia en el costo.
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En base a esto, los espectrofotdbmetros han sido constantemente mejorados para que la
versatilidad de los analisis sea mas sencilla. Actualmente, estos instrumentos son
indispensables en los laboratorios destinados a los estudios de quimica analitica de todas
las areas: area ambiental para el andlisis de aguas, laboratorios de investigacion y

desarrollo, microbiologia, medicamentos, alimentos y bebidas, etc.

En el caso de las valoraciones o cuantificaciones, de igual manera se requiere una
comparacion con una solucién de referencia o un estandar. Se recomienda emplear la
longitud de onda méaxima observada realmente en el instrumento utilizado, ya sea

indicado en la monografia o bien utilizando el resultado de la identificacion.

La referencia se puede realizar a diferentes concentraciones para realizar una curva de
calibracion, la cual se determina con las lecturas de las absorbancias para realizar la
lectura de las muestras problemas. Estos resultados se obtienen directamente del equipo

0 se pueden realizar calculos manuales. (Cumba & Calderén, 2011)

El propdsito de esta investigacion es comparar metodologias aplicables al analisis de
componentes en productos farmacéuticos, que no cuenten con una monografia oficial para
el control de calidad, o que, a su vez, en el caso de contar con método oficial, éste no
implique solamente el uso de HPLC o técnicas analiticas complejas. El trabajo esta
orientado ademas a la cuantificacion de amoxicilina méas acido clavulanico en polvos para
reconstitucion como estudio de comparacién de un método espectrofométrico frente a un

método estandarizado como es el HPLC.



CAPITULOI
1. EL PROBLEMA

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1.1 Problematizacion

La cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) es una de las técnicas mas utilizadas
debido a su capacidad de separar analitos de distinta naturaleza presentes en una mezcla.
Su aplicacion industrial abarca la farmacéutica, la bioquimica, los alimentos, los
productos de la industria quimica, la medicina clinica y la quimica forense. No obstante,
esta amplitud de aplicaciones dificulta la toma de decisiones a la hora de desarrollar un

proceso de separacion por esta técnica. (Ospina & Hernandez, 2018)

El método de cuantificacion que utiliza la Farmacopea de Estados Unidos (USP) 41 para
cuantificar amoxicilina en materia prima y en tabletas es por Cromatografia Liquida de
Alta Resolucién (HPLC), método por el cual se obtiene una alta precisién en sus

resultados, alrededor de (£ 0.5 % o menor) (Snyder et al., 2010)

En trabajos de otros autores se validan métodos para cuantificar amoxicilina por HPLC
teniendo en cuenta los productos de degradacion y las sustancias relacionadas a su
proceso de produccion. No obstante, algunos protocolos presentan desventajas, como los
largos tiempos de anédlisis o deriva de linea de base al usar sistemas de elucion de

gradiente ternarios. (De Battista, 2005)

Otras metodologias existentes, incluyen la utilizacién de espectroscopia infrarrojo de
reflectancia difusa con transformacion de Fourier (DRIFT), analisis de inyeccion
secuencial (SIA) y electroforesis capilar de zona (CZE), métodos que presentan elevada

exactitud y precision, pero con un muy elevado costo de adquisicion. (Avelina, 2018)

El andlisis convencional de muestras complejas implica el uso de procesos separativos
dificiles para la eliminacion de interferencias, como asi también la utilizacion de
instrumental analitico de elevado costo, el cual no siempre es asequible en laboratorios
de control de calidad de bajo presupuesto. Un tipo de muestra compleja para analizar
resultan los antibioticos en formulaciones comerciales. (Barcelona, Marin, &
Stamboulian, 2008)



Estos estan normalmente constituidos por combinaciones de principios activos como es
el caso de la amoxicilina + &cido clavulanico. Ademas de que se debe incluir la presencia
de diferentes excipientes que pueden producir una disminucion o aumento de la respuesta
instrumental del analito debido a la presencia de otros componentes. La determinacion
analitica convencional de estas especies involucra el uso de técnicas instrumentales de
muy elevado costo, como lo es la cromatografia liquida de alta resolucion lo que hace
poco factible su adquisicion para laboratorios de analisis de rutina para control de calidad,

ademas del considerable tiempo de analisis que se toma al emplear un ensayo de este tipo.

1.1.2 Delimitacion del problema

La investigacion se llevo a cabo en los Laboratorios Rocnarf S.A en el Area de Control
de Calidad localizada en la ciudad de Guayaquil, Provincia del Guayas, ubicada en la
Avenida Juan Tanca Marengo km 5.5 via a Daule, el cual ofrece servicio de control

interno para la cuantificacion de Principios Activos en el Area de Produccion.

1.1.3 Formulacion del problema

¢El anélisis de Amoxicilina mas Acido Clavuléanico realizado por HPLC como método
estandarizado es comparable con el analisis realizado por espectrofotometria UV-
Visible?

¢El método de Espectrofotometria UV Visible es capaz de determinar la concentracion

de Amoxicilina mas Acido Clavulanico?

Hipotesis Nula: El ensayo de Amoxicilina mas Acido Clavulanico realizado por HPLC
como método estandarizado es igual al ensayo realizado por espectrofotometria UV-
Visible.

Hipotesis Alternativa: El ensayo de Amoxicilina méas Acido Clavulanico realizado por
HPLC como método estandarizado es diferente al ensayo realizado por

espectrofotometria UV-Visible.



1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo General

¢+ Comparar dos métodos analiticos de HPLC vs Espectrofotometria UV-Visible
para el ensayo de Amoxicilina mas Acido Clavulanico aplicados en el laboratorio
de control farmacéutico Rocnarf S.A

1.2.2 Obijetivos Especificos
¢+ Seleccionar las muestras segun criterios de aceptacion USP.

X/

% Preparar de las soluciones para el ensayo de Amoxicilina mas Acido Clavulanico.

< Determinar la concentracion de Amoxicilina mas Acido Clavulanico mediante el
ensayo por HPLC.

< Determinar la concentracion de Amoxicilina méas Acido Clavulanico mediante el
ensayo por Espectrofotometria UV Visible.

¢+ Establecer un cuadro comparativo en base a los resultados obtenidos entre el

método analitico estandarizado por HPLC y el método por Espectrofotometria UV

Visible.

1.3 JUSTIFICACION
Se considera beneficioso la realizacién de este trabajo de investigacion en el estudio de
la comparacién de dos técnicas analiticas; debido al aporte que proporciona tanto al sector
empresarial como farmacéutico y siendo de gran importancia, disponer de métodos de
analisis alternativos, que proporcionen rapidez, seguridad, confiabilidad, en la calidad de

los resultados.

Es en este aspecto donde el uso de un método alternativo adquiere relaciones de interés y
de factibilidad para los laboratorios de bajos recursos, ya que se podria optimizar
considerablemente el andlisis en funcion de costos y tiempo. A partir del presente trabajo
se prevé el estudio de un método de andlisis de bajo costo instrumental como es la
Espectrofotometria UV Visible, con adecuadas propiedades analiticas y que sea
comparable a un método ya estandarizado como el HPLC, que permitan su empleo en la
industria farmacéutica, como asi también en laboratorios de control de calidad de

medicamentos de recursos medios o limitados.



CAPITULO I
2. MARCO TEORICO

2.1 ANTECEDENTES

2.1.1 Antecedentes Historicos

La industria farmacéutica constantemente busca la mejora continua de la calidad de los
medicamentos y su total garantia de seguridad, la calidad de los medicamentos se logra
en toda la cadena del proceso de produccién, desde la investigacion y desarrollo del
producto hasta el Gltimo analisis sobre el producto final, ya que de la calidad depende un

efecto terapéutico 6ptimo. (Huber, 2010)

A lo largo de la historia se ha buscado y se ha intentado mejorar constantemente los
distintos métodos de andlisis de cuantificacion medicamentos que se tienen, por procesos
mas sencillos y que generen resultados confiables. Actualmente para conseguir este tipo
de resultados se poseen gran variedad equipos que brindan la méxima calidad posible a
la hora de realizar un analisis determinado, esto trae consigo una implicacion bastante
notoria y es que a pesar de que el resultado es el mejor posible, este se consigue con
equipos que por lo general presenta un alto costo econémico y procedimientos que

demandan una gran cantidad de tiempo.

Los antibidticos son un tipo importante de moléculas a analizar en la industria
farmacéutica ya que son medicamentos primordiales. En la determinacién de antibidticos
con fines cualitativos o cuantitativos, los métodos cromatograficos son los mas utilizados
debido a su especificidad, precision, exactitud, reproducibilidad y sensibilidad. Dentro de
las técnicas cromatogréficas utilizadas, se encuentran la cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC). La separacidon cromatografica se realiza utilizando diferentes tipos de
columnas y con sistemas de deteccion acoplados al cromatdgrafo tales como detector de
diodos (DAD), detector de fluorescencia o espectrometro de masas, entre otros. (Soledad,
2016).

A pesar de su alta precision en los resultados la mayor parte de los estudios coinciden en
la dificultad del analisis con respecto al proceso, por ejemplo, la utilizacion de gran

variedad de reactivos y columnas para cada uno de los andlisis. Es asi como a lo largo del



tiempo y debido a lo ya mencionado se ha ido mejorando los distintos procesos de analisis
de antibidticos con la utilizacion del HPLC.

Al ser uno de los métodos mas utilizados muchos de las otras metodologias existentes
para realizar analisis cuantitativos quedan rezagadas debido a la alta precision de
resultados que la cromatografica liquida presenta es asi como por ejemplo la Farmacopea
Nacional Argentina en ninguna de sus ediciones codifica métodos para valorar
amoxicilina en formas farmacéuticas, las farmacopeas de reconocimiento internacional la
determinan Unicamente por cromatografia liquida de alta resolucion. (De Battista, 2005)
En el caso de la (USP) 242 edicion para cuantificar amoxicilina en materia prima y en
tabletas, la columna que utiliza es una de fase reversa ligada a octadecilsilanos (ODS) de
3,9 x 30 cm, y como precolumna una de 2x2cm, también de ODS. (USP, 2012)

En trabajos como los de Hossain en 1999 o Valvo en 1998, se validan métodos para
cuantificar amoxicilina por HPLC teniendo en cuenta los productos de degradacion y las
sustancias relacionadas a su proceso de produccion. No obstante, algunos protocolos
presentan desventajas, como los largos tiempos de analisis o deriva de linea de base al

usar sistemas de elucién de gradiente ternarios.

Shakoor y colaboradores en 1978 desarrollan un método por HPLC que utiliza un sistema
de fase movil isocratico, que permite cuantificar amoxicilina en presencia de sus
sustancias relacionadas en cortos tiempos de analisis, resultando ventajoso para controles
de calidad de medicamentos que contienen esta droga. Dicho método utiliza una columna
ODS de 100 x 2 mm, y también ha sido validado para capsulas y suspensiones.

Otro método que es bastante utilizado para el analisis cuantitativo de diferentes principios
activos es la Espectrofotometria UV- Visible, un método sencillo por el cual se obtienen
también buenos resultados de andlisis pero que poco a poco va perdiendo su relevancia
debido a la existencia del HPLC.

Haciendo una revision de diferentes métodos que utilizan la espectrofotometria para la
determinacion de los antibidticos B-lactdmicos, se han encontrado algunos ejemplos a
destacar. Smith, J., y cols (1967), y Baker, W. L. (1989) desarrollaron métodos
espectrofotométricos con sales de cobre. EI-Obeid H. A., y cols (1999), estudiaron un
método colorimétrico utilizando reacciones con &cido ascérbico, Prasad, P., y cols. (2000)
desarrollaron un método basado en la formacion de un complejo azul de metileno-

antibiotico anionico.



El-Obeid H. A., y cols (1999) desarrollaron un método colorimétrico selectivo para la
determinacion de ampicilina, amoxicilina, cefalexina, cefadroxilo y cefaclor en
preparaciones farmacéuticas, basado en la medicion del color cuando los productos de la
degradacidn alcalina de estos agentes reaccionan con el &cido ascérbico.

Un método espectrofotométrico de extraccion para la determinacién de algunos
antibioticos betalactamicos como el cefaclor, la ampicilina y la amoxicilina usando azul
de metileno como reactivo analitico, fue desarrollado por Prasad, P., y col (2000). Este
método esta basado en la formacion de un complejo azul de metileno-antibidtico aniénico
extraible en cloroformo, cuando se hace reaccionar un antibidtico B-lactdmico con un

exceso de azul de metileno a pH 9,5. (Soledad, 2016)

2.1.2 Antecedentes Referenciales

Publicaciones mas recientes como los que aparecen en (De Battista, 2005) desarrollan un
método que ofrece la ventaja de utilizar columnas cromatogréaficas convencionales, cuyas
condiciones cromatogréficas comprenden el uso de una columna en fase reversa C18 (250
x 4mm x 5 mm) y sin el uso de pre columna ; se utiliza como fase movil buffer de fosfatos
y acetonitrilo como modificador, en proporcion (39:1) a pH 5, obteniendo una excelente
precision con dispersion menor al 1%, recuperacion mayor al 98% y una alta selectividad
para cuantificar amoxicilina en presencia de impurezas organicas.

Salem, H., y cols (2002) desarrollaron un método basado en la oxidacion selectiva de los
antibidticos tanto con Ce (IV) como con Fe (I11) en medio acido, Okoye, N y cols (2007)
y Farhadi, K y cols (2002) investigaron un método basado en la formacién del complejo
de azul de Prusia. Sin embargo, estos métodos espectrofotométricos sélo se aplicaron al
analisis de los antibioticos B-lactamicos en formas puras o en preparaciones farmacéuticas
Tanto los antibidticos B-lactdmicos como los macrdlidos son incoloros y no tienen
cromoforos con propiedades de adsorcidn significativas en el UV. Es por ello por lo que
para determinar estos antibidticos usando espectrofotometria es necesario basarse en
derivados adecuados para obtener los compuestos coloreados que puedan medirse en el

rango visible del espectro. (Soledad, 2016)



2.2 MARCO CONCEPTUAL
2.2.1 Métodos Analiticos

Es un procedimiento que descompone un todo en sus elementos basicos y, por tanto, que
va de lo general (lo compuesto) a lo especifico (lo simple), es posible concebirlo también
como un camino que parte de los fendmenos para llegar a las leyes, es decir, de los efectos
a las causas. (Avelina, 2018)
El proceso analitico se puede considerar dividido en 3 etapas:
a) Operaciones previas (muestreo, acondicionamiento, disolucién, separaciones,
reacciones analiticas y otras)
b) Medicion y traduccion de la sefial analitica mediante el uso de instrumentos.
c) Tomay tratamiento de datos. La calidad de los resultados depende de la calidad
de las diferentes etapas del proceso analitico.
En la eleccién de un método se debe focalizar la atencion en los principios analiticos
involucrados, méas bien que en el grado de sofisticacion del instrumento. Muchas veces
un método con uso de instrumentos modernos puede producir valores menos confiables
que el método tradicional que pretende reemplazar y es preferible desarrollar programas
que aseguren la calidad de los datos obtenidos. (Vinagre, 2021)

2.2.2 Clasificacion de Métodos Analiticos
Cualitativos: Estos se basan en reacciones quimicas, como la precipitacion y formacion
de complejos, ademas de técnicas de separacion que pueden ser marchas analiticas
catidnicas, anionicas y pruebas de llama.
Cuantitativos: Estos métodos son mas complejos y requieren en general de equipos
especializados para ello. Se pueden subdividir en:
¢+ Analisis Volumétrico: Este conjunto de técnicas determinan de manera indirecta
la concentracion de un analito en una muestra, basandose en medicion del
volumen de un reactivo de concentracion conocida. Esto se conoce como
titulacion.
¢ Analisis Gravimétrico: Este método se basa en la medicidn de la masa o el cambio
de ella en la muestra luego de someterse a distintos tratamientos. La medicién de

la masa se realiza mediante balanzas analiticas especializadas. (Cromtek, 2021)
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2.2.3 Métodos Instrumentales

Existen equipos para automatizar los andlisis para estudiar muestras complejas de manera
eficiente, algunos de ellos son los Métodos espectrométricos, basados en la absorcion de
la luz, métodos electroanaliticos, que miden cambios en las propiedades eléctricas, como
el PH y Métodos cromatograficos, que separan e identifican de manera cualitativa y
cuantitativa los componentes y que se pueden combinar con técnicas volumétricas
(Cromtek, 2021).

Los sistemas instrumentales aplicados al analisis y control quimicos son ampliamente
aceptados como métodos que ahorran tiempo, requieren menos separaciones quimicas y
son seguros y sensibles. La ventaja que tienen sobre los métodos de andlisis “por via
humeda” deriva directamente del hecho de que determinan la composicién quimica por
medio de la medicion de las propiedades fisicas. Como resultado, los aparatos y los
procedimientos de interés son comunes tanto a lo que tradicionalmente se denomina

analisis como a las investigaciones quimicas.

Los métodos instrumentales se diferencian de los meétodos analiticos clasicos
principalmente en que no se requiere que haya reaccion quimica y que son métodos
relativos. Es decir, se requiere realizar un calibrado para relacionar la sefial medida con
la propiedad que se quiere obtener y esta relacion sélo se puede aplicar a las condiciones
en la que se ha determinado. (Cromtek, 2021)

Sélo es necesario recordar el gran nimero de propiedades fisicas de las sustancias: indice
de refraccion, color, susceptibilidad magnética, conductividad térmica, grado de acidez y
muchas otras; para percibir la magnitud del campo de la medicion instrumental. Algunas
propiedades son especificas y permitiran una identificacidn y determinacion cuantitativa
directa de una sustancia. Otras, tales como la conductividad eléctrica y el indice de
refraccion, no son especificas. Sin embargo, las propiedades no especificas pueden usarse
también para verificar la identidad de una sustancia cuando se conocen otras
caracteristicas (la identidad y pureza de los liquidos organicos puede confirmarse

determinando el indice de refraccion). (Cromtek, 2021)
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2.2.3.1 Parametros de Utilidad de un método instrumental

Precision

Es el grado de concordancia mutua de los datos determinados de la misma manera.
Cuantitativamente se determina mediante la desviacion estandar o absoluta, el coeficiente
de variacion o la varianza de los datos obtenidos a través de un método. La precision es
independiente del valor exacto.

Exactitud

Esta relacionada con lo que se acerca el valor medido al valor real. La inexactitud de los
datos se debe a un error sistemético del instrumento. Para obtener una buena medida de
debe calibrar el instrumento para que sea lo mas exacto y preciso posible.

Tiempo y coste

Es importante cuando hay que un namero elevado de anélisis. La necesidad de abaratar
el coste y reducir el tiempo ha llevado la automatizacion de los métodos instrumentales.
De este modo se reduce la intervencion humana y los errores producidos por la
manipulacion humana.

Sensibilidad

Capacidad para discriminar entre pequefias diferencias de concentracion del analito. Se
evalla mediante la sensibilidad de calibracion, que es la pendiente de la curva de
calibracion a la concentracion de interés.

Limite de deteccion

Concentracion correspondiente a una sefial de magnitud igual al blanco mas tres veces la
desviacion estandar del blanco.

Selectividad

Cuantifica el grado de ausencia de interferencias debidas a otras especies contenidas en
la matriz.

Seguridad Amplitud de condiciones experimentales en las que puede realizarse un
analisis. Ademaés, hay que considerar otro tipo de parametros asociados y de gran
importancia practica como son la rapidez, coste, seguridad del proceso, peligrosidad.
(Vinagre, 2021).
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2.2.4 Tipos de Métodos Instrumentales

2.2.4.1 Métodos Electroanaliticos

Se entiende bajo el término "electrdnica analitica” diferentes procedimientos de analisis,
en algunos casos muy complejos. Uno de estos procedimientos es la conductimetria. Se
usa la conductividad eléctrica de un liquido (prueba) para determinar el contenido y su

concentracion.

2.2.4.2 Métodos de Analisis Opticos
Con estos procedimientos se iluminan las pruebas por luz o radiacion electromagnética.
La radiacion respectivamente la luz es reflejada o refractada parcialmente. Esta variacion

se puede medir con un refractometro.

2.2.4.3 Métodos Espectroscopicos

En la espectroscopia se descompone la radiacion de una prueba segun su energia; los
espectros Opticos se pueden observar con un espectroscopio. En la espectroscopia se usan
diferentes tipos de procedimientos. Estos se pueden dividir en diversas categorias
principales: espectroscopia absorcion atomica, espectroscopia de fluorescencia,

espectroscopia ultravioleta visible.

Fundamento

El fundamento de la espectroscopia se debe a la capacidad de las moléculas para absorber
radiaciones, entre ellas las radiaciones dentro del espectro UV-visible. Las longitudes de
onda de las radiaciones que una molécula puede absorber y la eficiencia con la que se
absorben dependen de la estructura atébmica y de las condiciones del medio (pH,
temperatura, fuerza ionica, constante dieléctrica), por lo que dicha técnica constituye un

valioso instrumento para la determinacidn y caracterizacién de biomoléculas.

El tipo de espectrometria depende de la cantidad fisica medida tras dicha interaccion,
normalmente la cantidad que se mide es una intensidad de energia absorbida o producida.
Asi pues, tenemos los siguientes tipos de espectrofotometria o espectrometria:

%+ Absorcion atomica

% Fluorescencia

+ Ultravioleta visible
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Espectrofotometria de Absorcion Atomica

En la espectroscopia de absorcion atdmica (AAS), el vapor del analito es irradiado
haciendo uso de una fuente de radiacion externa. Si dicha fuente es de la frecuencia
(longitud de onda) apropiada, la absorben los atomos del analito promoviéndolos a
estados excitados.

Después de unos cuantos nanosegundos, los &tomos se relajan a su estado fundamental
mediante la transferencia de energia a otros &tomos o moléculas del medio. Se detecta la
radiacion que no es absorbida de manera que cada elemento deja su huella a través de las
longitudes de onda vacias (Torres, 2017).

Espectrofotometria UV-Visible

Es una técnica analitica que permite determinar la concentracion de un compuesto en
solucidn. Se basa en que las moléculas absorben las radiaciones electromagnéticas y a su
vez que la cantidad de luz absorbida depende de forma lineal de la concentracién. Para
hacer este tipo de medidas se emplea un espectrofotometro, en el que se puede seleccionar
la longitud de onda de la luz que pasa por una solucion y medir la cantidad de luz

absorbida por la misma (Abril, y otros, 2017)

Espectrofotometria de Fluorescencia

La fluorescencia es uno de los fenémenos luminiscentes que tienen lugar con ciertos
atomos y moléculas capaces de absorber radiacion de cierta longitud de onda para,
posteriormente, emitir radiacion a una longitud de onda mayor. Cuando el analito absorbe
radiacion experimenta una “transicion” a un estado electronico de mayor energia o estado
excitado. Desde ese estado las moléculas en su estado fundamental y pueden hacerlo de
diversas maneras. Los de las posibles formas de hacerlo implican emision de fotones
fluorescencia y fosforescencia. La primera se lleva a cabo desde un estado excitado

singlete, mientras que la fosforescencia lo hace desde un estado triplete (Mendez, 2019).

Componentes Del Espectrofotometro Uv-Vis

¢ Fuente de luz policromética (para la visible lampara de Tungsteno y para UV
lampara de

¢ deuterio).

% Sistema Optico necesario para seleccionar una determinada longitud de onda

(colimador,
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+«+» monocromador, selector de longitud de onda).

¢+ Cubeta (recipiente donde se coloca la muestra a medir, para el visible debe ser de
vidrio de plastico; para UV de cuarzo). Muchas veces al camino optico se lo denomina
ancho de la cubeta.

¢ Detector (Fototubo) y Procesador; lector de la sefial. (Abril, y otros, 2017)

2.2.4.4 Métodos Cromatograficos
La cromatografia es un método fisico de separacion para la caracterizacion de mezclas
complejas, la cual tiene aplicacion en todas las ramas de la ciencia. Es un conjunto de
técnicas basadas en el principio de retencidn selectiva, cuyo objetivo es separar los
distintos componentes de una mezcla, permitiendo identificar y determinar las cantidades
de dichos componentes. Puede cumplir dos funciones béasicas que no se excluyen
mutuamente:
¢+ Separar los componentes de la mezcla, para obtenerlos méas puros y que puedan
ser usados posteriormente (etapa final de muchas sintesis).
¢ Medir la proporcion de los componentes de la mezcla (finalidad analitica). En Este
caso, las cantidades de material empleadas son pequefas.
La cromatografia describe un procedimiento quimico en el que se separa una mezcla en
sus componentes individuales mediante una fase mévil y una fase estacionaria. La fase
estacionaria consta, segun el procedimiento, de materia sélida o un liquido, y la fase movil
de un liquido o Gas. (S.L., 2015)

2.2.4.4.1 Cromatografia de Gases (CG)

Es una técnica analitica que permite separar mezclas de compuestos facilmente
volatilizables y térmicamente estables en sus componentes individuales. En todas las
separaciones cromatogréaficas, la muestra se desplaza con una fase movil, a través de una
fase estacionaria con la que es inmiscible fijada a una columna o a una superficie sélida.
Las dos fases se eligen de tal forma que los componentes de la muestra se distribuyan de
modo distinto entre ambas. Aquellos componentes fuertemente retenidos por la fase
estacionaria se mueven lentamente con el flujo de la fase mdvil; por el contrario, los
componentes que se unen débilmente se mueven con rapidez. Como consecuencia de la
distinta movilidad, los componentes de la muestra se separan en bandas que pueden

identificarse cualitativa y/o determinarse cuantitativamente. La clasificacion mas
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frecuente en cromatografia, la marca el tipo de fase mdvil, en este sentido la
cromatografia de gases emplea como fase mavil un gas.

La muestra se volatiliza y se inyecta en la cabeza de una columna cromatografica. La
elucion se produce por el flujo de una fase mdvil de gas inerte, la fase movil no
interacciona con las moléculas del analito cuya Unica funcion es la del transporte de este

a través de la columna.

2.2.4.4.2 Cromatografia Liquida (HPLC)

Es una técnica utilizada para separar los componentes de una mezcla. Consiste en una
fase estacionaria no polar (columna) y una fase mavil. La fase estacionaria es silica. La
fase mdvil actla de portador de la muestra. La muestra en solucion es inyectada en la fase
movil. Los componentes de la solucion emigran de acuerdo con las interacciones no-
covalentes de los compuestos con la columna. Estas interacciones quimicas, determinan
la separacion de los contenidos en la muestra. La utilizacion de los diferentes detectores

dependera de la naturaleza de los compuestos a determinar. (Avelina, 2018)

El HPLC es uno de los tantos métodos de cromatografia para la separacién y analisis de
los componentes quimicos de una mezcla. Basicamente, en este método participan la fase
movil estacionaria (inmiscibles entre si) y la muestra de interés. La fase movil es liquida
y su funcion es llevar la muestra a través de la fase estacionaria, que puede ser sélida o
una pelicula liquida soportada en un solido inerte. Las distintas fuerzas quimicas y fisicas
que actlan entre la mezcla a analizar y las dos fases determinan la retencion y separacion
de cada uno de los componentes de la mezcla. Los componentes con mayor afinidad con
la fase estacionaria se desplazaran con menor velocidad que aquellos que presentan menor
afinidad. Estas diferencias de velocidades dan origen a la separacién de los componentes.
(Lloyd, Kikland, & Dolan, 2009)

Las principales fuerzas que actdan en las moléculas son:

¢+ Las fuerzas de dispersion de London

¢+ Las interacciones dipolo

X/
L X4

Las interacciones por puente de hidrdégeno
¢ Interacciones dieléctricas

«» Interacciones electroestaticas
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A diferencia de otras técnicas, la HPLC cuenta con varias ventajas:

X/
L X4

X/
L X4

Amplio rango de aplicabilidad debido a la alta disponibilidad de equipos, columnas y
demas materiales, que la hacen capaz de analizar casi cualquier mezcla deseada.
Alta precision en sus resultados (£0.5 % o menor).

Variedad de técnicas, entre las cuales estan la cromatografia por particion, adsorcion,
intercambio ionico y exclusion molecular

Facil manipulacion de los gradientes generados en la fase movil.

No es destructiva, es decir, los compuestos separados en la columna pueden ser
recolectados, lo que permite el uso de la HPLC como una técnica de preparacion o
purificacion de muestras

Tiempo de separacion menor a 30 min por muestra analizada.

Alta reproducibilidad en los analisis cuantitativos.

Alto poder de separacién con deteccidon sensible.

La operacidn es flexible, personalizable y automatizada.

No esta restringida por la volatilidad o estabilidad térmica de la muestra. (Avelina,
2018)

2.2.4.4.2 Componentes del Cromatografo Liquido de Alto Rendimiento

Un cromatografo liquido de alto rendimiento opera generalmente con cinco instrumentos:

reservorio, bomba, inyector, horno (columna), detector y registrador

% Reservorio: Se encuentra la fase movil. Esta fase consiste en una mezcla de
sustancias polares y no polares que varian en concentracion dependiendo de la
muestra que se quiere analizar, la cual debe estar filtrada para evitar obstrucciones
por posible material particulado. Los reservorios suelen estar hechos de vidrio;
pueden requerirse uno o mas, dependiendo de si se hace o no un gradiente de
concentracion. (Lloyd, Kikland, & Dolan, 2009)

% Labomba: Se encarga de succionar la fase movil del reservorio para hacerla fluir
por todo el sistema a una velocidad precisa y constante. Aqui normalmente operan
hasta 6000 psi, dependiendo de factores como tiempo, tamafio de la columna,
composicion de la fase mévil y flujo deseado. Se inyecta usualmente un volumen
que varia entre 5 uL y 5 mL. (Lloyd, Kikland, & Dolan, 2009)

% Elinyector: Puede ser automatico o manual. El sistema de inyeccion automético

permite que la muestra sea introducida a la fase movil presurizada de manera

17



X/
L X4

exacta y precisa, por lo que actualmente los inyectores manuales son raramente
empleados. (Lloyd, Kikland, & Dolan, 2009)

El horno: Se encarga de regular y mantener la temperatura dentro de la columna,
ya que esta influye directamente en la retencion y selectividad de esta.

Por otro lado, la columna esta fabricada generalmente en acero inoxidable, tiene
una longitud de 50 a 300 mm vy esté rellena de la fase estacionaria, ademas, su
tamano de particula esta entre 3 a 10 um.

Las variaciones de estas dimensiones y materiales determinan la resolucion,
eficiencia, velocidad y vida util de la columna.

El detector: Ubicado al final de la columna, es el encargado de captar los cambios
en los efluentes de la columna y convertirlos en sefiales eléctricas, las cuales son
recibidas por el registrador. Los detectores se pueden clasificar en dos grandes
grupos; selectivos, como los detectores de fluorescencia, que miden una propiedad
fisica o quimica propia de los solutos presentes en la mezcla (solo los que cuenten
con dicha propiedad seran detectados), y universales, que miden una propiedad
fisica especifica del eluyente (fase movil).

El registrador: Recolecta y procesa las sefiales recibidas del convertidor y los
plasma en un cromatograma para su posterior lectura e interpretacion. (Lloyd,
Kikland, & Dolan, 2009).

2.2.4.4.3 Método

Teniendo claras las nociones basicas del funcionamiento y principios de la cromatografia

liquida de alto rendimiento se pueden revisar aquellos criterios indispensables para

realizar la separaciéon de una mezcla de analitos.

Este método tiene cinco pasos:

X/
L X4
X/
L X4

7
°e

X/
°

X/
o

Evaluar la composicién de la muestra y determinar las metas de separacion.
Pretratamiento de la muestra.

Seleccion del modo de operacion y el tipo de HPLC.

Seleccion del detector.

Seleccion de las condiciones de separacion. (Lloyd, Kikland, & Dolan, 2009)
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Evaluar la composicion de la muestra y determinar las metas de separacion
Antes de tomar cualquier decisién, es necesario evaluar la composicién de la mezcla y

establecer las metas de separacion.

Segun Snyder et al. (2009), se deben conocer tres factores de la muestra a separar:

% El nimero de compuestos presentes, estructura quimica, funcionalidad, peso
molecular, valor de pKa, espectro UV y el rango aproximado de las
concentraciones de cada molécula presente en la muestra.

% La solubilidad de la muestra.

% La posible existencia de enantiomeros en la muestra.

El objetivo de la separacion no se debe limitar a la obtencion de buena resolucion y tiempo

minimo de analisis.

Pretratamiento de la muestra
Segun Snyder et al. (2009), las razones mas usuales por las que la muestra requiere el
pretratamiento son:
¢ Necesita dilucién, neutralizacion o cualquier otro tipo de manipulacion
volumeétrica.
+« Es sélida y necesita ser disuelta o extraida.
¢+ Contiene solidos suspendidos o cualquier otra interferencia o sustancia toxica que
pueda dafiar el equipo, por lo que necesitan ser removidos.
%+ Requiere una separacion parcial, ya sea para concentrar los analitos en la muestra

o eliminar contaminantes.

2.2.9.1 Seleccion del modo de operacion y el tipo de HPLC

Existen tres modos en los que se puede operar la cromatografia liquida de alto
rendimiento:

Fase reversa. Es la primera opcion para analizar la mayoria de las muestras,
especialmente, aquellas que contienen sustancias neutrales o no ionizadas, solubles, en
mezclas de compuestos organicos y agua. La fase estacionaria es hidrofobica mientras
que la fase movil es un liquido polar, normalmente una mezcla de agua-metanol o agua-
acetonitrilo.

Par ion. Este modo es empleado cuando se tienen compuestos i6nicos o ionizables,

especialmente bases y cationes. Los iones en solucion pueden ser neutralizados y
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separados como un par de iones en una columna de fase reversa o norma con la adicién
de contraiones lipofilicos. (Lloyd, Kikland, & Dolan, 2009)

Fase normal. Este método separa los analitos con base en su polaridad. La fase
estacionaria (usualmente silice) es polar, mientras la movil es no polar. Se emplea como
segunda opcion cuando ninguna de las anteriores funciona, aunque es la primera opcion
para muestras lipofilicas que no se disuelven bien en mezclas de agua y compuestos
organicos 0 mezclas de isébmeros. Las sustancias cominmente usadas como fase mavil
para este método son: hexano, cloruro de metileno, cloroformo, éter dietilico y mezclas
de estos. (Lloyd, Kikland, & Dolan, 2009)

Por otro lado, estan los tipos de HPLC, que se clasifican segtin el mecanismo de retencion,
el cual se escoge dependiendo de la naturaleza de los compuestos presentes en la muestra.
(Avelina, 2018)

Los tipos existentes son:

Adsorcidn. Se basa en la competencia por los analitos neutrales entre la fase movil
(liquida) y la fase estacionaria (solida). Los compuestos de la muestra interactdan con la
fase movil a través de enlaces dipolo-dipolo reversible. Los tiempos de retencion de las
moléculas dependeran de la fase estacionaria; por ejemplo, si se desea retener compuestos
polares se debe utilizar una fase estacionaria igualmente polar; en el caso contrario se
emplearia una fase estacionaria apolar. (Lloyd, Kikland, & Dolan, 2009)

Particion. En este HPLC también se da la competencia por los analitos; pero, a diferencia
del método de adsorcion, la fase estacionaria es un liquido. Debido a la inestabilidad de
las fases liquidas estacionarias, este método no es muy empleado en la actualidad. (Lloyd,
Kikland, & Dolan, 2009)

Exclusion molecular. Es conveniente para la separacion de analitos con una diferencia
en su tamafio molecular mayor al 10% para moléculas pequefias y al 20% para
macromoléculas. Es empleado también para calcular los pesos de los compuestos de una
muestra. En este tipo de HPLC, la columna funciona como un tamiz molecular con una
fase estacionaria solida porosa, en la que las moléculas méas grandes son las primeras en
salir. (Mendez, 2019)
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Afinidad. Este método aprovecha la tendencia de algunas sustancias a reaccionar a otras
como los métodos cromatogréficos. Se aplica usualmente para la separacion de moléculas
bioldgicas capaces de formar complejos disociables con otras especies como las proteinas
y los &cidos nucleicos. Se basa en el mecanismo de llave-herradura, caracteristico de los
sistemas bioldgicos, en los que el ligando (ente bioldgico) se une a la molécula bioldgica
especifica de este. (LlIoyd, Kikland, & Dolan, 2009)

Seleccion del detector

El detector usado por defecto es el de UV, ya que normalmente el rango UV de cada uno
de los componentes de la muestra es facil de encontrar en la literatura, aunque no siempre
es el detector adecuado. Para tener una idea mas clara de cual detector es el mas
apropiado, se deben tener en cuenta las metas planteadas para la separacion, los tipos de
detectores y la naturaleza de la muestra. Segun su mecanismo, los detectores se clasifican
en:

Detectores de propiedades intensivas. Miden el cambio en la propiedad intensiva (que
es comun para todos los compuestos), como la diferencia de las medidas entre la fase
movil con y sin la muestra. Detectan todos los compuestos. Dentro de este mecanismo se
encuentran los detectores de indice de refraccion, electroquimicos y de dispersion de luz.
(Lloyd, Kikland, & Dolan, 2009)

Detectores especificos. Responden a una caracteristica unica de la muestra o de algunos
analitos de la muestra. En este grupo se encuentran los detectores UV-VIS de matrices de
fotodiodos, de fluorescencia, de espectroscopia de masas y de conductividad eléctrica.
(Lloyd, Kikland, & Dolan, 2009)

Detectores de modificacion de la fase mévil. Modifican la fase madvil después de que
atraviesa la columna para producir un cambio en las propiedades del analito. Los
detectores de reaccion, de espectrometria de masas y de dispersion de luz por evaporacién
pertenecen a esta clasificacion. (Lloyd, Kikland, & Dolan, 2009)

Técnicas Hifenizadas. Hacen referencia al acoplamiento de un instrumento analitico
independiente al sistema de HPLC, como el LC-MS, que es un espectrofotometro de masa
acoplado al HPLC o el LCIR (union de un espectroscopio infrarrojo al HPLC). (Lloyd,
Kikland, & Dolan, 2009)
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2.2.9.2 Seleccion de las condiciones de separacion
Las siguientes condiciones iniciales para la separacion:

¢+ Columna de 15 x 0.46 cm con un tamafo de particula de 5 um.

++ Fase estacionaria C8 o0 C18.

% Fase movil compuesta por dos solventes: acetonitrilo y una solucion buffer 25
mM de fosfato de potasio de pH entre 2 y 3, con una fuerza de la fase mavil (%B)
entre 80 y 100 %.

¢ Flujo de 1.5 a 2 mL/min para la fase movil.

¢+ Temperatura del horno entre 35y 45 °C.

¢ Inyeccién de menos de 25 pL de muestra. (Lloyd, Kikland, & Dolan, 2009)

2.2.5 Farmacos: Concepto

2.2.5.1 Antibioticos

El término antibidtico fue propuesto por Selman A. Waksman, descubridor de la
estreptomicina, para definir sustancias dotadas de actividades antimicrobianas y extraidas
de estructuras organicas vivientes. (Hotchkiss, 2003).

2.2.5.2 Clasificacion de los Antibidticos
+¢+ Segun el espectro de accion
a) Amplio: aquellos antibi6ticos que son activos sobre un amplio nimero de especies
y géneros diferentes.
b) Reducido: antibi6ticos solo-activos sobre un grupo reducido de especies.

+¢+ Segun el mecanismo de accion
Es el mecanismo por el cual un antibi6tico es capaz de inhibir el crecimiento o destruir
una celula bacteriana. Se dividen en inhibidores de la formacion de la pared bacteriana,
inhibidores de la sintesis proteica, inhibidores de la duplicacion del ADN, inhibidores

de la membrana citoplasmatica, inhibidores de vias metabdlicas.

+ Segun farmacocinética y farmacodinamia
Betalactamicos
Los antibioticos betalactamicos incluyen diferentes grupos tales como penicilinas,

cefalosporinas, monobactamos, carbapenemos e inhibidores de las -lactamasas.
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¢ Penicilinas
En el afio 1928 Sir Alexander Fleming descubre la penicilina como resultado de
estudios relacionados con estafilococos, los cuales se habian contaminado con un
hongo del género Penicilium. A partir de 1939, comienzan las investigaciones
relacionadas con la penicilina, y se observa la curacion de ratones infectados
originalmente con estreptococos, y a partir de este momento se extiende su
aplicacion a pacientes infectados con estafilococos, demostrandose

incuestionablemente su actividad terapéutica.

Las penicilinas son un grupo de antibidticos de origen natural y semisintético que
contienen el nacleo de acido 6-aminopenicilanico, que consiste en un anillo
betalactamico unido a un anillo tiazolidinico. Los compuestos de origen natural

son producidos por diferentes especies de Penicillum spp.

2.2.13.1 Amoxicilina

La amoxicilina (AMX) es un antibiético de la clase de los betalactdmicos, que pertenece
al grupo de las penicilinas semisintéticas de espectro ampliado. Abarca, ademés de las
bacterias grampositivas, una serie de bacilos gramnegativos, como la Escherichia coli,
los géneros Haemophilus, Enterobacter, Klebsiella, Proteus, Shigella, Salmonella entre
otros. De acuerdo con el listado de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) integra
el grupo de los medicamentos esenciales y es ampliamente utilizada tanto en los paises
desarrollados como en desarrollo. (De Battista, 2005)

2.2.14.1 Acido Clavulénico

El acido clavulanico (DCI) es un inhibidor de PB-lactamasas que se combina en
preparaciones antibioticas con alguna penicilina para vencer ciertos tipos de resistencias
a antibidticos. Se usa para vencer la resistencia en bacterias que secretan -lactamasa,
como varias cepas de Staphylococcus aureus y algunas bacterias gram negativas, que de
otra forma inactivaria la mayoria de las penicilinas. (Katzung, Masters &Trevor, 2009)
Por si solo el acido clavulanico carece de actividad bactericida, pero presenta alta afinidad
por las [B-lactamasas, generando un proceso fisicoquimico complejo, al principio
reversible y posteriormente irreversible (sustrato “suicida”). Esta inhibicion restablece la
actividad antimicrobiana de los antibioticos -lactamicos frente a bacterias resistentes por

produccion de 3-lactamasas de bacterias Gram positivas, y algunas de las producidas por
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bacterias Gram negativas. Por tanto, aunque por si solo posee una escasa actividad
antibacteriana, cuando se asocia a la amoxicilina, se conserva el efecto bactericida de la
misma y ademas se incorporan a su espectro de actividad las cepas productoras de R-
lactamasas. Asi, se incrementa la actividad de la amoxicilina para un amplio grupo de
bacterias Gram positivas y Gram negativas, entre las que podemos incluir las que causan
con mas frecuencia patologia en la edad pediétrica: Staphylococcus aureus, Moraxella
catarrhalis, Haemophilus spp, y algunas cepas de Escherichia coli, Proteus spp,
Salmonella, Shigella y Klebsiella pneumoniae ademas de mantener su actividad frente a
bacterias que no producen betalactamasas como Streptococcus pyogenes y Streptococcus
pneumoniae. (Ares, Garrido, & Miguélez, 2018)

2.2.14 Amoxicilina - Acido Clavulanico

La amoxicilina- &cido clavulanico es un antibiético muy utilizado en la préactica clinica
para el tratamiento de infecciones de origen bacteriano, debido a su amplio espectro y
buena tolerancia. La amoxicilina-clavulanico es una combinacion de penicilina
semisintética con un inhibidor de beta-lactamasas, que se introdujo a la practica clinica

en 1981, comercializandose en 1984. (Ponce, Arraez, & Hermida, 2007)

La produccion de betalactamasas constituye uno de los principales mecanismos de
resistencia bacteriana a los antibioticos betalactdmicos. La utilizacion de inhibidores de
betalactamasas en combinacion con antibidticos betalactdmicos permite la inactivacion
de determinadas betalactamasas producidas por gérmenes Gram positivos, Gram
negativos, anaerobios, y aun por micobacterias. Los inhibidores de betalactamasas
representan una alternativa terapéutica mejorada respecto del resto de los betalactdmicos
al asegurar, en la mayoria de los casos, un mayor espectro antimicrobiano comparado con
el de sus analogos. La actividad enzimédtica de las betalactamasas esta dirigida
especificamente a la hidrolisis del anillo betalactdmico, con produccion de un compuesto
sin actividad antibacteriana. Actualmente existen tres inhibidores de betalactamasas
localmente disponibles: acido clavulanico, sulbactam y tazobactam. (Barcelona, Marin,
& Stamboulian, 2008)
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1.2.13.2 Estructura quimica de la Amoxicilina

NH,

Figure 1. Estructura Quimica de la Amoxicilina

Nombre Quimico: Acido (2S, 5R, 6R)-6-[(R)-2-amino-2-(4-hidroxifenil) acetamido]-
3,3-dimetil7-oxo0-4-tia-1-azabiciclo [3.2.0] heptano-2-carboxilico.
Formula: C8HINO5

1.2.13.3 Estructura quimica del Acido Clavulanico

H COOH

-~
-
-

O
N H

O CH,OH
H

Figure 2 Estructura Quimica del Acido Clavulanico

Formula: C8HI9NO5
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CAPITULO I
3. MATERIALES Y METODOS
3.1 MATERIALES

3.1.1 Insumos

Tabla 1. Materiales usados en el Analisis de Amoxicilina + Acido Clavulanico

CANTIDAD MATERIAL CAPACIDAD
2 Beaker 250 ml
4 Pipetas Volumétricas 5ml
6 Matraz Aforado 100 ml — 250 mi
1 Filtro de Membrana Poros 0.45um- 47mm
3 Filtros HPLC Poros 0.45um — 25 mm
3 Jeringas Estériles 5ml
3 Viales 3ml
2 Celdas de Cuarzo 1ml
1 Auxiliar de Pipetas Goma
1 Piseta de Agua 100 ml

3.1.2 Reactivos
+ Estandar de Amoxicilina USP
+ Estandar de Clavulanato de Potasio USP
¢+ Buffer de Fosfato de Sodio 0.1 M pH 5.0
¢+ Agua Purificada
¢+ Metanol grado HPLC
Tabla 2. Identificacion de Estandar de Amoxicilina
ESTANDARES DE REFERENCIA SECUNDARIO

NOMBRE Amoxicilina Polvo Trihidrato
N° DE CONTROL C21024
LOTE 602012203022
PUREZA 98.49%
FECHA DE ELABORACION Marzo 08/2020
FECHA DE EXPIRACION Marzo /2023
CONDICIONES DE Ambiente 25°C

ALMACENAMIENTO
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Tabla 3. Identificacion de Estandar de Acido Clavulanico
ESTANDARES DE REFERENCIA SECUNDARIO

NOMBRE Clavulanato de Potasio
N° DE CONTROL C20565
LOTE 3621911302
PUREZA 49.59%
FECHA DE ELABORACION Septiembre /2019
FECHA DE EXPIRACION Abril/2022
CONDICIONES DE Refrigeracion 2-8° C

ALMACENAMIENTO

3.1.2 Equipos

Tabla 4. Equipos utilizados en el Analisis de Amoxicilina + Acido Clavulanico

EQUIPOS MARCA CcODIGO
Balanza Analitica Mettler Toledo RFQBA -269
Potenciémetro Mettler Toledo RFQPo0-264
Desionizador/Purificador de Agua N/A FRQpa-273
Espectrofotémetro UV-Vis SpectroQuan PROVE 300 ESPEC-4645
Cromatografo Liquido de Alta Merck Hitachi CCL-001
Resolucion EliteChrome

3.1.3 Material de Estudio
Producto formulado de Amoxicilina + Acido Clavulanico 250mg/ml en la presentacion
100 ml de polvo para reconstitucion.

3.2 METODOLOGIA

3.2.1 Seleccion de la muestra

Se toma una muestra mediante muestreo aleatorio simple, y se seleccionan 3 frascos de
Amoxicilina + Acido Clavulanico en Polvo con una concentracion de 250 mg/ml en la
presentacion por 100 ml, identificado con el lote 912X. La muestra debe cumplir con los
criterios de aceptacion (Tabla 13) ; si cumple se procede a la preparacion de las soluciones

y si no cumple se vuelve a seleccionar otra muestra.

27



Tabla 5. Criterios de Aceptacion en la Seleccion de las Muestras

PARAMETROS CRITERIOS DE ACEPTACION

Polvo fino, color blanco a crema,
Aspecto homogéneo, libre de particulas

extrafias, olor y sabor a naranja.

15.00 g £ 5%
Peso
14.250 -15.750 g.
100 ml+3 %
Volumen Reconstituido
97 - 103 MI
pH 3.80 - 6.60
Gravedad Especifica 1.0200-1.0600 g/cc
Ensayo Quimico
Y Q _ 90-110 %
Amoxicilina
Ensayo Quimico
yoQ 90-125 %

Acido Clavulanico

3.2.1.1 Determinacion del Peso de la Muestra
Se tomaron 3 frascos de un lote fabricado, donde se anoté el peso bruto del producto, el

peso del recipiente vacio y por diferencia de pesos se obtuvo el peso de la muestra.

3.2.1.2 Determinacion del Volumen Reconstituido
Se la realiza tomando un volumen de 90 ml agua purificada, colocarlo en el frasco del
producto y agitar hasta tener una suspensién homogénea, luego se procede a medir el

volumen con la ayuda de una probeta.

3.2.1.3 Determinacion del pH

Una vez reconstituido el producto se procede a tomar el pH con la ayuda de un
potenciometro, verificando que los valores se encuentren estables y en el intervalo
establecido.

3.2.1.4 Determinacion de la Gravedad Especifica.

Se realizan las mediciones con la ayuda de un picnémetro previamente calibrado, se
coloca la muestra dentro del picnémetro, se inserta la tapa al picndmetro y se procede a

pesar. Registrar el peso para su posterior calculo.
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3.2.2 Preparacion de las soluciones

Se prepararon las soluciones para los estandares, las muestras y los medios de dilucion;
tanto para el andlisis en HPLC y Espectrofometria UV-Visible.

3.2.2.1 Soluciones utilizadas en el analisis por Cromatografia Liquida y

Espectrofotometria Uv Visible.

Soluciones Estandares

Tabla 6. Preparacion del Estdndar Amoxicilina Trihidrato Polvo
PESO DEL ESTANDAR DE 114.18 mg
AMOXICILINA TRIHIDRATO
POLVO

VOLUMEN DE AFORO CON 100 mL

AGUA PURIFICADA

CONCENTRACION DEL 1001.70 pg/mL
ESTANDAR

Tabla 7. Preparacion del Estandar de Clavulanato de Potasio

PESO DEL ESTANDAR DE 71.4 mg
CLAVULANATO
DE POTASIO
VOLUMEN DE AFORO CON 100 mL
AGUA PURIFICADA
CONCENTRACION DEL 249.90 pug/mL
ESTANDAR

29



Soluciones Muestras

Tabla 8. Preparacion de la Muestra para Amoxicilina Trihidrato Polvo

PRESENTACION DEL PRODUCTO Por cada 5ml contiene 250 mg de
250mg/mL Amoxicilina Trihidrato Polvo

VOLUMEN DE LA MUESTRA DE 5mL
AMOXICILINA + ACIDO
CLAVULANICO

VOLUMEN DE AFORO CON 250mL
AGUA PURIFICADA
CONCENTRACION DE 1000.0 pg/mL
AMOXICILINA TRIHIDRATO
POLVO

Tabla 9.Preparacion de la Muestra para Acido Clavulanico

PRESENTACION DEL PRODUCTO Por cada 5ml contiene 62.5 mg de
250mg/mL Acido Clavulanico

VOLUMEN DE LA MUESTRA DE 5mL
AMOXICILINA + ACIDO
CLAVULANICO

VOLUMEN DE AFORO CON 250mL
AGUA PURIFICADA
CONCENTRACION 250.0 pug/mL

DE ACIDO CLAVULANICO
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Solucioén (Fase Movil)

Tabla 10. Preparacion de la Solucion Buffer previa a la mezcla de la Fase Movil

PESO DE BUFFER DE FOSFATO 789
DE SODIO 0.1
VOLUMEN DE AFORO CON 1000 mL

AGUA PURIFICADA

Tabla 11. Preparacion de la Fase Mavil

MEZCLA EN RELACION DE 95:5 Solucioén de Buffer de Fosfato de
Sodio y Metanol
VOLUMEN DE LA SOLUCION DE 950 mL
BUFFER DE FOSFATO DE SODIO
0.1
VOLUMEN DE AFORO CON 50 mL
METANOL GRADO HPLC
VOLUMEN FINAL DE LA FASE 1000 mL
MOVIL

3.2.4 Condiciones del Equipo
3.2.4.1 Condiciones del Equipo de Cromatografia Liquida

¢+ Encender el computador, seguido del Equipo HPLC.

¢+ Verificar que el Software del HPLC se conecte con el Computador.

¢+ Programar y seleccionar el Método a analizar.

¢+ Ajustar las condiciones necesarias del equipo para la muestra en analisis.

% Verificar que la Fase Movil se encuentre en canal correspondiente.

+¢ Purgar el Equipo HPLC durante un tiempo de 5 a 10 min.

+¢ Estabilizar el Equipo HPLC durante 45 min y preparar las soluciones estandares
y la muestra.

¢+ Preparar, filtrar y colocar las muestras y los estandares en sus respectivos viales.
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+¢+ Colocar los viales en el automuestreador para ejecutar en el Equipo la funcién de

Inyeccion de muestras, para su posterior analisis e interpretacion de resultados.

Tabla 12. Condiciones Cromatograficas

CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

Fase Estacionaria
Fase Movil
Flujo
Volumen de Inyeccién
Presion
Horno

Detector

Columna C18
4 mm x 30 cm
1000 mL
2mL/ min
20uL
1350-1500 psi
25°C

UV 220 nm

3.2.4.2 Condiciones del Equipo de Espectrofotometria UV Visible

¢+ Encender el computador, seguido del Equipo Espectrofotométrico.

<+ Verificar que el Software del equipo se encuentre conectado al computador.

« Seleccionar el método a analizar.

¢+ Ajustar las condiciones necesarias del equipo.

¢ Estabilizar el Equipo durante 10 min y preparar las soluciones estandares y la

muestra.

+¢+ Filtrar las muestras y estandares.

¢+ Encerar el equipo con un Blanco, el cual contiene agua purificada.

%+ Colocar las muestras y los estandares en celdas de cuarzo para ejecutar en el

Equipo las lecturas de las absorbancias, para su posterior analisis e interpretacion

de resultados.
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Tabla 13. Condiciones Espectrofotométricas
CONDICIONES ESPECTROFOTOMETRICAS

Blanco Agua Purificada
Longitud de Onda 210 nm - 230 nm
Temperatura 25°C

3.2.5 Determinacion de la concentracion de los Principios Activos.
3.2.5.1 Cromatografia Liquida

Una vez realizadas las corridas de las muestras, se obtendran los cromatogramas con las

respectivas concentraciones en las unidades de porcentaje (%).
El equipo realiza el calculo de la concentracion mediante la siguiente formula:

Ar(Mt) Concde St
Ar ( St) xConc de Mt

x100 = %

Donde;

Ar (Mt) = Area de la Muestra

Ar (St) = Area del Estandar

Conc (Mt) = Concentracion de la Muestra

Conc (St) = Concentracion del Estandar.

3.2.5.2 Espectrofotometria UV Visible
Una vez realizadas las lecturas de las muestras, se obtendran las lecturas de las

absorbancias con las respectivas concentraciones en las unidades de porcentaje (%).

El equipo realiza el calculo de la concentracion mediante la siguiente formula:

Abs (Mt) Concde St
Abs ( St) xConc de Mt

x100 = %

33



Donde;

Abs (Mt) = Absorbancia de la Muestra
Abs (St) = Absorbancia del Estandar
Conc (Mt) = Concentracion de la Muestra

Conc (St) = Concentracion del Estandar.

3.2.6 Procesamientos de Datos
Se compararan los datos obtenidos de la concentracion de Amoxicilina mas Acido
Clavulanico entre los métodos de HPLC y Espectrofometria UV-Visible en unidades

porcentuales (%).
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CAPITULO IV
4, RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Seleccion de las muestras segun criterios de aceptacion USP.
Se selecciono la muestra teniendo en cuenta varios pardmetros tales como el color, olor,
sabor, peso, volumenes, pH y gravedad especifica, que se desempefien de acuerdo con los

criterios de aceptacion establecidos, para su posterior analisis de principio activo.

En las caracteristicas organolépticas como su Aspecto se observo que las 3 muestras
seleccionadas presentaron un aspecto de polvo fino, color blanco a crema, homogeéneo,
libre de particulas extrafias, olor agradable y sabor a naranja cumpliendo con las

especificaciones establecidas.

En la Determinacion del Peso se obtuvieron los pesos de las muestras en andlisis dentro
de las especificaciones establecidas, dando como resultado el peso de la Muestra 1;
15.260g, Muestra 2; 15.248¢g y Muestra 3; 15.253¢ respectivamente. (Tabla 14,15,16).

Tabla 14. Determinacion de Pesos en Muestra 1

MUESTRA 1
PESO BRUTO ‘ 35.000 g
PESO DEL RECIPIENTE VACIO ‘ 19.256 g
PESO DE LA MUESTRA ‘ 15.260 ¢

Tabla 15. Determinacion de Pesos en Muestra 2

MUESTRA 2
PESO BRUTO ‘ 35.105¢g
PESO DEL RECIPIENTE VACIO ‘ 19.857 g
PESO DE LA MUESTRA ‘ 15.248 ¢

Tabla 16. Determinacion de Pesos en Muestra 3

MUESTRA 3
PESO BRUTO ‘ 35.245 g
PESO DEL RECIPIENTE VACIO ‘ 19.992 g
PESO DE LA MUESTRA ‘ 15.253 g
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En la Determinacién del VVolumen reconstituido se obtuvo como volumen final de la
solucién en la Muestra 1; 100 mL, Muestra 2; 101 mL y Muestra 3; 100 mL. (Tabla 17)

Tabla 17. Volumen Reconstituido en Muestra 1, 2, 3 de Analisis

Volumen de
o Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
Reconstitucion
Agua Purificada 90 mL 90 mL 90 mL

Volumen Final de

_ 100 mL 101 mL 100
la Solucion

En la Determinaciéon del pH, re registraron los valores de 5,53; 5.12; 5,09 respectivamente

en cada una de las muestras. (Tabla 18)

Tabla 18. Resultados de pH obtenidos en Muestras 1,2 y 3 de Analisis

PH 3.80 - 6.60
MUESTRA 1 ‘ 5.23
MUESTRA 2 ‘ 5.12

MUESTRA 3 ‘ 5.09

En la Determinacion de la Gravedad Especifica, se obtuvieron los siguientes datos en la
medicion de las muestras, Muestra 1; 1,0423g/cc, Muestra 2; 1,0456g/cc y la Muestra 3;
1,0442g/cc. (Tabla 19,20,21).

Ecuacién para determinar la Gravedad Especifica

x — 13,2394

98370

Donde X indica la medida en gramos del PicnOmetro + Muestra.

=g/cc

Tabla 19. Gravedad Especifica de la Muestra 1

MUESTRA 1
Peso del Picnometro + Muestra 23.4925¢g
Célculos
23,49259 — 13,2394 _ 10423g/cc
9,8370
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Tabla 20. Gravedad Especifica de la Muestra 2

MUESTRA 2
Peso del Picndmetro + Muestra 23,5249 g
Célculos
23,5249g — 13,2394 — 1,04569/cc
9,8370

Tabla 21. Gravedad Especifica de la Muestra 3

MUESTRA 3
Peso del Picndmetro + Muestra 2351119
Célculos
23,5111g — 13,2394 — 1,0442/cc
9,8370

Tabla 22. Resultados de los Parametros obtenidos en la Muestras 1,2,3

< CRITERIOS DE MUESTRA MUESTRA MUESTRA
PARAMETROS ACEPTACION 1 2 3
Polvo fino, color
blanco a crema,
homogéneo, libre
Aspecto de particulas Cumple Cumple Cumple
extrafias, olor y
sabor a naranja.
15.00 g + 5%
Peso 14.250 -15.750 g. 15.260 g 15.248 g 15.253¢
Volumen 100 ml £ 3 %
Reconstituido 97 - 103 mL 100 mL 101 mL 100 mL
pH 3.80 - 6.60 5.23 5.12 5.09
Grave,d_ad 1.0200-1.0600 1.0423 g/cc  1.0456 g/cc  1.0442 g/cc
Especifica g/cc

En la siguiente tabla se muestran los datos obtenidos de las concentraciones de cada

muestra, dando como resultado el contenido de la Muestra 1, Muestra 2 y la Muestra 3.
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4.2 Preparacion de soluciones para el ensayo de Amoxicilina méas Acido Clavulanico.
Calculos para la preparacion de Soluciones Estandares por Cromatografia

Liquida y Espectrofotometria.

Estandar Amoxicilina TP Estdndar Clavulanare de Porasio
714 mg St
L= 'aq = -5
114, 8 mg S5t ¢ 08711 = 100mg Clavulanato de ¥ 0-3500 = 24.99mg
Amoxicilina TP~ Potasio
100mg de Medio de Dilucion: 1409
= » 24 mg de Aledio de Dvilncion:
Amoxiciling TP 100 Ly gua puriticad) Clavulanato de * 100 mL ) oun Purificads)
Potasio
% =1000 ng-"ll]L X =249.90 pg'ml
Figure 4. Concentracion del Estandar Figure 3.Concentracion del Estandar del Acido
Amoxicilina Clavulanico

Célculos para la preparacién de Soluciones Muestras por Cromatografia Liquida.

Muestra de Amoxicilina TP
+ Acide Clavulanico

5 mL de la Muestra = 250mg —» 250 mL
Amoxicilina TP l

X =1000 pg/mL

Figure 5. Concentracion de la Muestras de Amoxicilina

Muestra de Amoxicilina TP
+ Acide Clavulanico

SmL delaMuestra =62, 5mg —» 250 mL
Clavulanato de i
Potasio

X =250 ng/mL

Figure 6. Concentracion de Acido Clavulanico
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4.3 Determinacion la concentracion de Amoxicilina mas Acido Clavulanico mediante el

ensayo por HPLC.
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llustracion 1. Cromatograma de los Estandares de Amoxicilina mas Acido Clavulanico

En laimagen N°3 se muestran los cromatogramas de los picos obtenidos de los Estandares
del Acido Clavuléanico en el minuto 1.173 con un area de 5"184.414,00 y de Amoxicilina

en el minuto 2.067 con un area de 15°107.432,00 respectivamente.

lustracion 2. Cromatograma de la Muestra 1 de Amoxicilina méas Acido Clavulanico

En la siguiente imagen N°4 se muestran los cromatogramas de los picos obtenidos de la
Muestra 1 de Acido Clavulanico en el minuto 1.167 con un area de 5°888.929,00 y de
Amoxicilina en el minuto 2.053 con un area de 14°968.088,00 respectivamente.
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llustracion 3. Cromatograma de la Muestra 2 de Amoxicilina mas Acido Clavulanico

En la siguiente imagen N°5 se muestran los cromatogramas de los picos obtenidos de la
Muestra 2 de Acido Clavulanico en el minuto 1.173 con un éarea de 5°890.666,00 y de

Amoxicilina en el minuto 2.060 con un area de 14°957.511,00 respectivamente.

Ilustracion 4. Cromatograma de la Muestra 3 de Amoxicilina mas Acido Clavulanico

En la siguiente imagen N°6 se muestran los cromatogramas de los picos obtenidos de la
Muestra 3 de Acido Clavulanico en el minuto 1.173 con un érea de 5°856.661,00 y de

Amoxicilina en el minuto 2.060 con un area de 14°996.318,00 respectivamente.
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Tabla 23. Lecturas Cromatogréficas de las Muestras 1, 2, 3 de Amoxicilina mas Acido

Clavulanico por HPLC

Area Tiempo de Longitud Concentracion Concentracion
Retencion  de Onda Tebrica Real
(ug/ml) (%)
Estandar 15°107.432,00 2.067 220 nm 1000 ug/ ml N/A
Amoxicilina
Es:céndar 57184.414,00 1.173 220 nm 249,90 ug/ml N/A
Acido
Clavulanico
MUESTRA 1
Amoxicilina | 147968.088,00 2.053 220 nm 1000,10 ug/ml 99,09 %
Acido 57888.929,00 1.167 220 nm 250,00 ug/ml 113.38 %
Clavulanico
MUESTRA 2
Amoxicilina | 147957.511,00 2.060 220 nm 1000,0 ug/ ml 99,00 %
Acido 57890.666,00 1.173 220 nm 249,90 ug/ mi 113.60 %
Clavulanico
MUESTRA 3
Amoxicilina | 147996.318,00 2.060 220 nm 1000,10 ug/ ml 99,25 %
Acido 5856.661,00 1.173 220 nm 250 ug/ml 112.78 %
Clavulanico

En la siguiente tabla se muestran los datos obtenidos de las concentraciones de cada

muestra por el Método de HPLC, dando como resultado que la Muestra 1 contiene
99.09% de Amoxicilina 'y 113.38% de Acido Clavulanico, la Muestra 2 contiene 99.00%
de Amoxicilina y 113.60% de Acido Clavulanico y la Muestra 3 contiene 99.25% de
Amoxicilina y 112.78% de Acido Clavuléanico. Tabla 23.

41



4.4 Determinar la Concentracion de Amoxicilina mas Acido Clavulanico

mediante el ensayo por Espectrofotometria UV Visible.

Wavelength Program
Date:04 /02/2022 Time: 15:12:19  Method: WP1 AMOXICILINA+AC CLAV.
Slit: UV/VIS: 1.00 nm LOTE: 912X
Analyst: WZP ANALISIS QUIMICO
Sample ID Cyc Factor 210,00 nm 230,00 nm
AMOXT+ACCLAV 11,0000 03320 0,7974
STANDAR 11,0000 03319 0.7988
LOTES1Z X 11,0000 03523 0.8120
MTI 11,0000 03522 0.8122
LOTESI2 X 11,0000 03510 0.8124
MT2 11,0000 03510 0.8123
LOTE912 X 11,0000 03502 0.8145
MT3 11,0000 03502 0.8140

Ilustracién 5.Lecturas UV Visible Amoxicilina mas Acido Clavulanico

En la siguiente imagen N°7 se muestran las lecturas de absorbancias de los Estandares de

Amoxicilina y Acido Clavulanico; asi como de la Muestra 1 Muestra 2 y Muestra 3

respectivamente.

Tabla 24. Lecturas UV de las Muestras 1, 2, 3 de Amoxicilina + Acido Clavulanico por
Espectrofotometria

Concentracion

. Longitud L Concentracion
Absorbancia de Onda Tebrica (%)
ug/ml

Estandar 0,7981  230,00nm 1000 ug/ ml N/A

Amoxicilina
Es'téndar

Acido 0,3319 210,00 nm 249,90 ug/ml N/A

Clavuléanico
MUESTRA 1

42



L 0,8122 230,00 nm  1000,10 ug/ml 101,76 %
Amoxicilina
Acido 03522  21000nm 250,00 ug/ml 106,15 %
Clavulanico
MUESTRA 2
Amoxicilina 0,8124 230,00 nm  1000,0 ug/ ml 101,79%
Acido. 03510  210,00nm  249,90ug/ml 105,75 %
Clavulanico
MUESTRA 3
Amoxicilina 0,8143 230,00 nm  1000,10 ug/ ml 102,02 %
Acido 0,3502 210,00 nm 250 ug/ml 105,47 %
Clavulanico

En la siguiente tabla se muestran los datos obtenidos de las concentraciones de cada
muestra por el Método de Espectrofotometria UV Visible, dando como resultado que la
Muestra 1 contiene 99.09% de Amoxicilina y 113.38% de Acido Clavuléanico, la Muestra
2 contiene 99.00% de Amoxicilina y 113.60% de Acido Clavulanico y la Muestra 3

contiene 99.25% de Amoxicilina y 112.78% de Acido Clavulanico.
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4.5 Establecer un cuadro comparativo en base a los resultados obtenidos entre el
método analitico estandarizado por HPLC y el método por Espectrofotometria
UV Visible.

Tabla 25.Concentraciones de Amoxicilina mas Acido Clavulanico en Polvos para
Reconstitucion por HPLC y Espectrofotometria UV Visible.

CONCENTRACIONES DE AMOXICILINA MAS ACIDO CLAVULANICO EN
POLVOS PARA RECONSTITUCION 250mg/ml

METODOS CROMATOGRAFIA ESPECTROFOTOMETRIA
ANALITICOS LIQUIDA DE ALTA UV- VISIBLE (%)
EFICIENCIA (%)

MUESTRA 1
Amoxicilina 99.09 % 101,76 %
+
Acido Clavulanico 113.38 % 106,15%
MUESTRA 2
Amoxicilina 99.00 % 101,79 %
+
Acido Clavulanico 113.60 % 105,75 %
MUESTRA 3
Amoxicilina 99.25 % 102, 02 %
+
Acido Clavulanico 112.78 % 105, 47 %

En la siguiente tabla se detallan los datos obtenidos de las concentraciones de cada
muestra mediante dos Métodos Analiticos realizados por HPLC y Espectrofotometria UV
Visible.
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Se realiz6 el analisis estadistico de Comparacion de Muestras por el Software
Statgraphics Centurién 1X el cual esta disefiado para comparar dos o multiples muestras
de datos.

Comparacion de Dos Muestras - ESPECTROFOTOMETRIA & HPLC para
Amoxicilina.

Al ejecutar varias pruebas para determinar si hay diferencias estadisticamente
significativas entre los dos métodos se obtuvo que:

Muestra 1: Concentraciones de Amoxicilina por Espectrofotometria UV Visible
Muestra 2: Concentraciones de Amoxicilina por HPLC

Muestra 1: 3 valores en el rango de 101,76% a 102,02%

Muestra 2: 3 valores en el rango de 99,0% a 99,25%

Andlisis Estadistico

Recuento [Promedio |Desviacion Estandar

ESPECTROFOTOMETRIA |3 101,857% |0,142244%
HPLC 3 99,1133% |0,126623%
Total 6 100,485% |1,50741%

Coeficiente de Variacion Minimo |Méaximo
ESPECTROFOTOMETRIA |0,139651% 101,76% |102,02%
HPLC 0,127756% 99,0% 99,25%
Total 1,50013% 99,0% 102,02%

Rango |Sesgo Estandarizado

ESPECTROFOTOMETRIA 0,26% 1,16374
HPLC 0,25% 0,566446
Total 3,02% 0,00339901
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ESPECTROFOTOMETRIA HPLC
Recuento 3 3
Promedio 101,857% 99,1133%
Desviacion Estandar 0,142244% 0,126623%
Coeficiente de Variacion 0,139651% 0,127756%
Minimo 101,76% 99,0%
Maximo 102,02% 99,25%
Rango 0,26% 0,25%
Sesgo Estandarizado 1,16374 0,566446

Esta tabla muestra el analisis estadistico para las dos muestras de datos. De particular
interés son el sesgo estandarizado donde se usa para comparar si las muestras provienen
de distribuciones normales. Valores de estos estadisticos fuera del rango de -2 a +2
indican desviaciones significativas de la normalidad, lo que tenderia a invalidar las
pruebas que comparan las desviaciones estandar.

En este caso, ambos valores de sesgo estandarizado se encuentran dentro del rango

esperado.

Dispersion de Metodos Analiticos

103,0% —

Lo 1)

102,0%

L1

101,0% —

+

100,0%

Concentraciones

99,0% - 3 =
ESPECTROFOTOMETRIA HPLC

T T )
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4.5.2 Verificacién de Varianza

Comparacion Sigmal Sigma2 F-Ratio

ESPECTROFOTOMETRIA /HPLC 0,142244% 10,126623%  |1,26195

Comparacion P-Valor
ESPECTROFOTOMETRIA /HPLC 0,8842

Comparacion de Medias

Intervalos de confianza del 95,0% para la media de ESPECTROFOTOMETRIA:
101,857% +/- 0,353353% [101,503%; 102,21%]

Intervalos de confianza del 95,0% para la media de HPLC: 99,1133% +/- 0,314548%
[98,7988%; 99,4279%]

Intervalos de confianza del 95,0% intervalo de confianza para la diferencia de medias
suponiendo varianzas iguales: 2,74333% +/- 0,30527% [2,43806%); 3,0486%]

Prueba t para comparar medias

Hipdtesis nula: medial = media2
Hipotesis Alt.: medial < > media2
Suponiendo varianzas iguales: t = 24,9509 valor-P = 0,0000153168

Se rechaza la hipo6tesis nula para alfa = 0,05.

De interés particular es el intervalo de confianza para la diferencia entre las medias, el
cual se extiende desde 2,43806% hasta 3,0486%. Puesto que el intervalo no contiene el
valor 0, existe una diferencia estadisticamente significativa entre las medias de las dos

muestras, con un nivel de confianza del 95,0%.
Los estadisticos mostrados en esta tabla evaltan la hipotesis nula de que las desviaciones

estandar dentro de cada una de las 2 columnas (Sigma 1 y Sigma 2 ) son iguales. De

particular interés es el valor-P. Puesto que el valor-P es mayor o igual que 0,05, no existe
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una diferencia estadisticamente significativa entre las desviaciones estandar, con un nivel
del 95,0% de confianza.

Comparacion de Dos Muestras - ESPECTROFOTOMETRIA & HPLC para Acido
Clavulanico.

Al ejecutar varias pruebas para determinar si hay diferencias estadisticamente
significativas entre los dos métodos se obtuvo que:

Muestra 1: Concentraciones de Acido Clavulanico por Espectrofotometria UV
Visible.

Muestra 2: Concentraciones de Concentraciones de Acido Clavulanico por HPLC.
Muestra 1: 3 valores en el rango de 105,47 a 106,15

Muestra 2: 3 valores en el rango de 112,78 a 113,6

Este procedimiento esta disefiado para comprar dos muestras de datos. Calculara varias
estadisticas y graficas para cada muestra, y ejecutara varias pruebas para determinar si

hay diferencias estadisticamente significativas entre las dos muestras.

ESPECTROFOTOMETRIA HPLC
Recuento 3 3
Promedio 105,79 113,253
Desviacion Estandar 0,34176 0,424421
Coeficiente de Variacion 0,323055% 0,374754%
Minimo 105,47 112,78
Maximo 106,15 113,6
Rango 0,68 0,82
Sesgo Estandarizado 0,367321 -0,865063

En este caso, ambos valores de sesgo estandarizado se encuentran dentro del rango

esperado.

Comparacion de Medias

Intervalos de confianza del 95,0% para la media de ESPECTROFOTOMETRIA: 105,79
+/- 0,848979

[104,941; 106,639]
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Intervalos de confianza del 95,0% para la media de HPLC: 113,253 +/- 1,05432

[112,199; 114,308]

Intervalos de confianza del 95,0% intervalo de confianza para la diferencia de medias
suponiendo varianzas iguales: -7,46333 +/- 0,873493 [-8,33683; -6,58984].

Prueba t para comparar medias

Hipdtesis nula: medial = media2

Hipdtesis Alt.: medial <> media2

suponiendo varianzas iguales: t = -23,7227 valor-P = 0,0000187225

Se rechaza la hipétesis nula para alfa = 0,05.
De interés particular es el intervalo de confianza para la diferencia entre las medias, el
cual se extiende desde -8,33683 hasta -6,58984. Puesto que el intervalo no contiene el
valor 0, existe una diferencia estadisticamente significativa entre las medias de las dos

muestras, con un nivel de confianza del 95,0%.

Prueba-F para comparar Desviaciones Estandar

Hipdtesis Nula: sigmal = sigma2

Hipotesis Alt.: sigmal <> sigma2

F =0,648409 valor-P =0,786709

No se rechaza la hipétesis nula para alfa = 0,05.
De particular interés es el intervalo de confianza para la razén de varianzas, el cual se
extiende desde 0,0166259 hasta 25,2879. Puesto que el intervalo contiene el valor de 1,
no hay diferencia estadisticamente significativa entre las desviaciones estandar de las dos

muestras con un nivel de confianza del 95,0% .

De acuerdo con el analisis estadistico de comparacion de grupos de datos en este caso los
datos obtenidos por HPLC y Espectrofotometria UV Visible son comparables o similares
estadisticamente con los valores obtenidos por el método HPLC que es el método de
referencia.

Con lo cual la hipotesis nula queda aprobada y en este caso se puede usar el Método

Espectrofotométrico para realizar este analisis.

49



CAPITULOV
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

El método analitico presentado en la investigacion posee la ventaja de no requerir
pretratamiento de la muestra, ya que las mismas son disueltas en condiciones normales
sin pérdida de analitos, evitando el empleo de métodos separativos previos o de otro
pretratamiento de la muestra. Esto es importante debido a que las muestras reales
presentan excipientes, los cuales conforman una matriz de interferencias que no afecta al

método analitico propuesto.

En bibliografia se observa un gran numero de investigaciones relacionados a la
determinacion de amoxicilina mas &cido clavulanico en muestras farmacéuticas. En
general, estas metodologias publicadas incluyen equipo instrumental de muy elevado
costo, lo cual lo hace poco accesible a pequefios laboratorios de control de calidad o
laboratorios de bajos recursos. La metodologia propuesta permite realizar analisis de
control de calidad de amoxicilina en muestras farmacéuticas reales, empleando
herramientas analiticas asequibles para cualquier laboratorio de bajos recursos

presupuestarios.

Debido a su bajo costo de implementacion, la metodologia multivariada propuesta es
adecuada para laboratorios de control de calidad, laboratorios de rutina y de bajos
recursos presupuestarios, para la cuantificacion rapida y confiable de Amoxicilina mas
Acido Clavulanico en productos farmacéuticos comerciales.

Las muestras analizadas provenientes de los laboratorios mencionados dan resultados
analiticos a las pruebas fisico-quimicas que demuestran la Optima calidad de los

medicamentos.
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RECOMENDACIONES

X/
L X4

Se recomienda al Laboratorio realizar calificacion técnica al personal de Analisis
Fisicoguimico de Producto Terminado para la utilizacion correcta y adecuada de
esta metodologia.

Continuar los estudios comparativos de Amoxicilina mas Acido Clavulanico 250
mg/5 mL suspension oral, mediante otros tipos de metodologias analiticas.
Ampliar el nimero de lotes analizados por producto, asi como también la cantidad
de laboratorios en estudio; para ello se podria tener en cuenta muestras de
diferente procedencia.

Realizar estudios comparativos similares al desarrollado en este trabajo de tesis

con otros antibidticos de uso comun en la poblacién.
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